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I. Einleitung 
 
In Deutschland werden in der modernen Wiederherstellungschirurgie häufig 
Knochentransplantate verwendet. Auf Grund der bekannten Übertragung von 
Infektionskrankheiten über Knochentransplantate wurden verschiedene Verfahren zum 
Schutz des Patienten entwickelt.  
Über Veränderungen der Biokompatibilität, die eine solche Behandlung der 
verwendeten Knochenstücke bedingt, sind in der aktuellen Literatur nur wenig 
Informationen zu finden. Unsere vorliegende Studie soll hier einen Beitrag leisten. 
 
 
I.1 Die Geschichte der Knochentransplantation 
 
Die wissenschaftliche Lehre der freien Knochentransplantation geht auf den Franzosen 
Ollier, mit dessen Werk „Traité experimental et clinique de la régénération des os“ um 
1858, zurück [Ollier 1867]. Er machte die wichtige Funktion des Periosts in der 
Transplantatheilung deutlich und teilte erstmals grob die verschiedenen 
Transplantationsarten ein (siehe Tabelle 1). 
 
Knochengewebe 
Autogen / 
autolog 
Isogen / 
isolog 
Allogen / 
homolog 
Xenogen / 
heterolog 
Knochenersatz- 
materialien 
Transplantat 
entstammt 
dem selben 
Individuum 
Spender 
und 
Empfänger 
sind 
genetisch 
identisch 
(eineiige 
Zwillinge) 
Transplantat 
wird von 
einem 
anderen 
Menschen 
entnommen 
Transplantat 
entstammt 
einer anderen 
Spezies (z. B. 
bovin) 
Künstlich hergestellte 
Materialien (z. B. 
Knochenzement, 
Hydoxylapatit-
Keramiken oder 
Polymere) 
Tab. 1: Zurzeit klinisch verfügbare Materialien für den Knochenersatz (obere 
Einteilung nach Ollier). 
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Das Problem der Heilung größerer Knochenverletzungen ist alt. So wurde die erste 
erwähnte Knochentransplantation schon 1668 durch van Meekeren an einem russischen 
Mann zur Deckung einer Schädelverletzung mit Hundeknochen vorgenommen [Sanan 
& Haines 1997]. 1821 gelang Walter dann die erste autologe Knochentransplantation, 
wonach 1881 erstmals MacEwen eine allogene Knochenverpflanzung beschrieb [Walter 
1821; De Boer 1989; Gross et al 1993; MacEwen 1881]. Diese führte er bei einem 
jungen Mann durch, der an bakterieller Osteomyelitis des Humerusschaftes litt. Hier 
ersetzte er den gesamten Humerusschaft nach Entfernung und Ausheilung des kranken 
Teiles durch mehrere allogene Tibiadiaphysenstücke. Diese wuchsen im Verlauf der 
nächsten sieben Jahre vollständig ein. Bei den folgenden allogenen 
Knochentransplantaten handelte es sich in Ermangelung einer Knochenbank zumeist um 
frische Knochenstücke, die aus Amputaten oder von lebenden Spendern gewonnen 
wurden [Urist et al 1994; Sanan & Haines 1997]. 
Mit solchen unbehandelten Knochenersatzstücken aus langen Röhrenknochen arbeitete 
auch Lexer, einer der bekanntesten Transplantationschirurgen. Er führte mit ihrer Hilfe 
die Behandlung der Osteomyelitis und septischen Arthritis durch [Lexer 1908a, 1908b, 
1911, 1924]. Die Operationen unter Verwendung von frisch amputierten 
Extremitätenknochen und Gelenkteilen verliefen nach Lexer zu 50 % erfolgreich, wobei 
der Erfolg an einer Wiederherstellung der normalen Funktion der entsprechenden 
Extremität gemessen wurde [Lexer 1925]. 
Nach Entdeckung und Einführung der Antibiotikabehandlung Anfang der 50er Jahre 
wurden Infektionen des Knochens jedoch meist antibiotisch und nicht mehr chirurgisch 
behandelt, so dass sich die Indikation zur Knochentransplantation fortan meist auf dem 
Gebiet der Tumorchirurgie ergab. In diesem Gebiet nahm vor allem Frank Parrish die 
Arbeit Lexers am M.D. Anderson-Hospital in Houston zur extremitätenerhaltenden 
Therapie von primären hochmalignen Knochentumoren wieder auf [Tomford 2000; 
Parrish 1973]. 
Das Einwachsen der Knochentransplantate wird als schleichender Abbau und Ersatz 
[Barth 1893] oder „creeping substitution“ [Phemister 1914] beschrieben und beruht 
wesentlich auf den folgenden drei Mechanismen: 
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Osteogenese: durch im Implantat überlebende Zellen selbst wird die 
Knochenneubildung und das Einwachsen des Transplantats 
beschleunigt [Burchart 1996] 
Osteoinduktion: während der Revaskularisation des eingebrachten 
Knochentransplantats verursachen Proteine aus der erschlossenen 
Knochenmatrix (Bone morphogenetic proteins BMP) sowohl eine 
Proliferation von pluripotenten Mesenchymzellen als auch deren 
Differenzierung zu knorpel- bzw. knochenbildenden Zellen [Urist 
et al 1967; Kearney & Lomas 1997] 
Osteokonduktion: das Knochentransplantat fungiert hierbei als Leitschiene für 
einwachsende Gefäße aus dem angrenzenden Transplantatlager, 
welche unspezifische Mesenchymzellen in das Transplantat 
einbringen, wo sie sich in Osteoblasten differenzieren und entlang 
der Trabekelbälkchen neues Osteoid produzieren [Kübler 1997]. 
 
Ein Problem in dieser Phase der Knochentransplantation stellte die Verfügbarkeit des 
Knochenmaterials dar, da noch keine suffiziente Lagerung und Konservierung möglich 
war. Schon frühzeitig wurden daher Versuche zur Konservierung durchgeführt, so auch 
von Carrel, der als Begründer der Kältekonservierung gilt. Er publizierte 1912 die 
Erfahrung französischer Kriegschirurgen, die Knochen bis zur Verwendung über 
Monate lagerten und während dieser Zeit durch Kühlung konservierten. Daher 
prophezeite Carrel eine unbegrenzte Lagerung von Organen und Geweben, so dass sie 
stets bei Bedarf zur Verfügung ständen [Carrel 1912]. 
Erst durch die Einführung der Kältekonservierung von Knochen durch Inclan und Bush 
in den 40er Jahren wurde die Schaffung von Knochenbanken ermöglicht [Inclan 1942; 
Bush 1947]. Bush führte hierbei sowohl die klinische Anwendung von Kühlgeräten zur 
monatelangen Kryokonservierung von Knochentransplantaten ein, als auch den Begriff 
„bone bank“ selbst. Nach der Erkenntnis des großen militärischen Nutzens bzw. Bedarfs 
einer Knochenbank wurde circa fünf Jahre später die Navy Tissue Bank in Bethesda, 
Maryland, gegründet, deren erster Direktor Dr. George Hyatt war [Hyatt 1950]. Nach 
diesem ersten Schritt zur Sicherstellung ausreichender Reserven an 
Knochentransplantaten suchte Hyatt einen Weg, die gewonnenen Transplantate günstig 
und vergleichsweise einfach lagern und transportieren zu können. Im Zuge dieser 
Überlegungen übernahm er das Prinzip der Lyophillisierung für die 
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Knochentransplantation und ermöglichte so den Transport der Knochentransplantate 
sogar nach Übersee, sowie deren jahrelange Lagerung ohne Kühlung. 
Nachdem also die Grundlagen für moderne Knochenbanken gelegt worden waren, 
stellte sich zunehmend das Problem der Transplantatsicherheit bei der allogenen 
Knochentransplantation. Schon im Jahr 1953 berichtet James von der Übertragung von 
Tuberkulose durch Knochentransplantate aus Knochenbanken [James 1953] und ein 
Jahr später beschreibt Shutkin durch kältekonservierte Knochentransplantate 
hervorgerufene Hepatitisinfektionen [Shutkin 1954]. Um dieses Problem zu lösen, 
wurde zunächst ein intensiveres Spenderscreening veranlasst, so dass bekannte 
Risikogruppen mit erhöhter Inzidenz dieser Infektionskrankheiten von der 
Knochenspende ausgeschlossen wurden. 
Nach der ersten bekannt gewordenen HIV-1-Übertragung durch ein allogenes 
Knochentransplantat im Jahre 1984 [Center of Disease Control 1988] wurde eine 
Weiterentwicklung der Knochentransplantatbehandlung und der Spenderauswahl 
unabdingbar, allerdings war zu dieser Zeit ein HIV-Bluttest noch nicht verfügbar. Trotz 
Durchführung neu entwickelter geeigneter Spenderuntersuchungen kam es zu weiteren 
HIV-Übertragungen [Simonds et al 1992; Schratt et al 1996b] und auch Fälle einer 
Übertragung von Hepatitis C durch allogene Knochentransplantate wurden bekannt 
[Eggen & Nordbo 1992; Conrad et al 1995; Strong 1994]. All diese Vorkommnisse 
führten dazu, dass sich der Forschungsschwerpunkt in der Knochentransplantation 
fortan auf das Gebiet der Elimination von Krankheitserregern aus den Transplantaten 
und der Verbesserung der Spenderauswahl ausrichtete. 
Folgende Krankheitserreger stehen hierbei im Vordergrund [Garrel & Gotzen 1998]: 
 
Bakterien: am häufigsten vegetative Bakterien, hier besonders Staphylokokken und 
Streptokokken; 
Viren: Hepatitis-A- , -B- , -C- , und -δ-Virus, HIV I & II, HTLV-I, 
Zytomegalievirus, Eppstein-Barr-Virus, Parvovirus, Rabiesvirus; 
Andere: Treponema pallidum, Trypanosomen, Mikrofilarien, Malariaplasmodien; 
Prionen: Creutzfeldt-Jacob-Agens. 
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I.2 Knochentransplantation heute 
 
Auch in der modernen Chirurgie stellt die Behandlung von Knochendefekten, vor allem 
im Rahmen von Prothesenwechseloperationen und Rekonstruktionen nach 
Knochentumorresektionen, immer noch ein großes Problem dar und ist häufig auf die 
Verwendung von allogenen Knochentransplantaten angewiesen [Wissenschaftlicher 
Beirat der Bundesärztekammer 2001]. So ist bei circa 15 % aller Operationen im 
Rahmen der Wiederherstellungschirurgie am Bewegungssystem und bei circa 50 % der 
rekonstruktiven Ohrchirurgie Knochenersatz von Nöten [Wissenschaftlicher Beirat der 
Bundesärztekammer 1996]. Insgesamt geht man in Deutschland von einem Volumen 
von etwa 75.000 autologen und circa 30.000 allogenen Knochentransplantationen aus, 
während in den USA jährlich circa 650.000 bis 800.000 Knochentransplantate 
Verwendung finden [Richtlinie 2004/23/EG des Europäischen Parlaments von 2004; 
Jerosch et al 1990; Garrel 2003; CDC 2002]. 
Die Einheilung und spätere Belastbarkeit des Transplantats ist hierbei sowohl von der 
Beschaffenheit des Transplantatlagers, als auch von der des verwendeten Transplantat- 
bzw. Ersatzmaterials abhängig. So kann man auf Seiten des Lagers nach Lexer 
zwischen einem ersatzstarken (gut vaskularisiert und vital), einem ersatzschwachen und 
einem ersatzunfähigen (sehr schlecht durchblutet und überwiegend avital) Lager 
unterscheiden [Lexer 1924]. 
Das verwendete Knochentransplantat oder Ersatzmaterial sollte im Idealfall folgende 
Bedingungen erfüllen [Garrel & Gotzen 1998]: Es darf beim Empfänger keine 
Abstoßungsreaktion auslösen oder gar toxische Nebenwirkungen bedingen. Weiterhin 
sollte es nach einiger Zeit komplett in die Knochenstruktur des Wirts integriert sein und 
diesen Umbau möglichst aktiv durch erleichterte Revaskularisation, Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren und osteokonduktive Eigenschaften fördern. Darüber hinaus muss 
ein solcher Knochenersatz die mechanischen Vorraussetzungen für eine stabile 
Osteosynthese gewährleisten. Um eine leichte Handhabung des Materials zu garantieren 
sollte das Produkt in beliebiger Größe und Form verfügbar sein, sich leicht bearbeiten 
und unter einfachsten Bedingungen steril lagern lassen. Zudem sollte das Produkt 
kostengünstig sein. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es allerdings noch kein Material im 
klinischen Gebrauch, das all diesen Anforderungen entspricht. 
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I.3 Knochenersatzmaterialien 
 
I.3.1  Autologe Knochentransplantation 
 
Nach wie vor ist die Verwendung autogener Knochentransplantate Goldstandard, da sie 
die einzige Methode darstellt, bei der auch die osteogenen Eigenschaften des 
Transplantats erhalten bleiben. Auf Grund fehlender immunogener Abwehrreaktionen 
und eines sehr geringen Infektionsrisikos zeigt sich dabei eine schnelle Einheilung und 
Revaskularisation des Transplantats. Zudem verfügt ein autologes Transplantat über den 
Vorteil, dass osteoinduktive Proteine und Wachstumsfaktoren in physiologischer Menge 
und Bindung vorhanden sind [Bolander & Balian 1986]. 
Allerdings haben autologe Knochentransplantate auch einige Nachteile. Die Suche nach 
vergleichbaren Materialien endet nicht. Durch die Entnahme des Knochenstückes, meist 
aus der Darmbeinschaufel desselben Patienten, ergibt sich die Notwendigkeit eines 
Zweiteingriffs, der besonders bei Kindern, Schwerverletzten und Patienten in 
schlechtem Allgemeinzustand eine Ausweitung des Gewebetraumas und damit teils 
nicht vertretbare Risiken mit sich bringt. Ein solcher Zweiteingriff geht in der Regel mit 
einer erhöhten Komplikationsrate einher, z. B. Hämatome, Nervenläsionen [Chou et al 
2004], Infektionen, Herniationen [Bosworth 1955; Challis et al 1975; Hamad & Majeed 
1989], Pseudoaneurysmen der A. glutea superior verbunden mit einer Urethraverletzung 
[Catinella et al 1990] oder Gefäßverletzungen der A. glutea superior [Lim et al 1996] 
und Beckenfrakturen [Guha & Poole 1983; Ubbhi & Morris 1984]. Außerdem kommt 
es zu einer verstärkten postoperativen bzw. persistierenden Schmerzsymptomatik 
[Greenwald et al 2001]. 
Ein weiterer entscheidender Nachteil autologer Knochentransplantationen ist die 
Verfügbarkeit bei großen Gewebedefekten und entsprechendem Bedarf an 
Ersatzmaterial. 
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I.3.2  Allogene Knochentransplantation 
 
Zur Lösung des Problems der Verfügbarkeit und der Komplikationen autologer 
Knochentransplantate bieten sich allogene Knochenspenden an. Sie sind, sofern sich 
genügend Spender finden, nahezu unbegrenzt verfügbar. Die Gewinnung allogener 
Knochentransplantate erfolgt meist im Rahmen einer Femurkopfosteotomie bei 
endoprothetischer Versorgung eines Hüftgelenkes mit anschließender 
Kryokonservierung und/ oder Desinfektion oder Sterilisation. Diese Transplantate 
werden vor allem auf Grund ihrer osteoinduktiven und osteokonduktiven Potenz in die 
bestehende Knochenmatrix eingebaut. Die positiven osteoinduktiven Eigenschaften der 
allogenen Transplantate sind jedoch abhängig vom Lebensalter des Spenders, der 
Transplantatprozessierung und der Lagerungsdauer und nehmen ab dem 40. Lebensjahr 
des Spenders signifikant ab [Kearney & Lomas 1997; Jergesen et al 1991; Nicolas et al 
1994]. 
Das Risiko einer immunologischen Reaktion bzw. einer möglichen Übertragung von 
Infektionskrankheiten, wie z. B. HIV oder Hepatitis-B-Viren [Aaboe et al 1995; 
Kakaiya et al 1991] ist bei dieser Transplantationsform gegeben und setzt ein intensives 
Spenderscreening und eine Aufbereitung der Proben vor ihrer Verwendung voraus. 
 
I.3.3  Xenogene Knochentransplantation 
 
Xenogene Transplantate stellen eine kostengünstige und beinahe unbegrenzt verfügbare 
Methode für den Knochenersatz dar. Allerdings stellen sich auch hier die Probleme der 
Infektionsübertragung und immunologischer Abstoßungsvorgänge, auf Grund des 
Unterschieds der Spezies von Empfänger und Spender. 
Eine osteokonduktive Wirkung kann auch bei diesem Knochenersatzmaterial gefunden 
werden und Wetzel konnte im Tierversuch eine direkte Anlagerung neu gebildeten 
Knochens an xenogene Implantate nachweisen [Wetzel et al 1995]. 
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I.3.4  Künstliche Knochenersatzmaterialien 
 
Die alloplastischen Knochentransplantate in Form künstlich hergestellter Materialien 
sind die vierte große Gruppe der möglichen Knochentransplantate. Durch ihre 
industrielle Produktion stellen sie eine mengenmäßig unbegrenzt verfügbare, aber 
entsprechend kostenintensive Alternative dar. 
Durch Kombination alloplastischer Trägermaterialien mit Bone morphogenetic proteins 
(BMP) kann die sonst rein osteokonduktive Wirkung noch durch osteoinduktive 
Eigenschaften verbessert werden [Aaboe et al 1995; Terheyden et al 1997; Terheyden & 
Jepsen 1999; Warnke et al 2006]. 
 
 
I.4 Sterilisation / Desinfektion der allogenen Transplantate 
 
Zur Vermeidung der Übertragung infektiöser Krankheiten ist wie bereits ausgeführt eine 
weitere Aufbereitung der verschiedenen Knochentransplantate zwingend erforderlich, 
da Infektionen durch ausschließliches Spenderscreening nicht ausgeschlossen werden 
können. Hierbei wird unter Sterilisation ein Prozess verstanden, der eine Reduktion auf 
höchstens 10-6 keimbildende Einheiten zur Folge hat. Bei der Desinfektion wird im 
Vergleich dazu nur eine Keimreduktion auf 10-5 keimbildende Einheiten erreicht. 
Zusätzlich bewirken einerseits Fremdantigene des „major histocompatibility complex“ 
(MHC) eine Immunantwort mit Abstoßungsreaktion beim Empfänger [Friedlaender 
1983]; andererseits können Kollagen und Proteoglykane als Bestandteile der Matrix von 
Knochentransplantaten eine geringe Immunreaktion hervorrufen [Bätge et al 1997; 
Czitrom et al 1985; Horowitz & Friedlaender 1991]. Auch unter dem Aspekt, diese 
Antigenität zu mindern, ist eine Behandlung des Transplantats sinnvoll [Kuner et al 
1998]. 
Nach jahrzehntelanger Erforschung verschiedener Sterilisations- und 
Desinfektionsverfahren im Bereich der Knochentransplantation wurden verschiedene 
Verfahren vorgestellt [Knaepler et al 1994a]. Unter anderem sind die physikalische 
Sterilisation durch Gammabestrahlung, chemische Verfahren mit PES/ Ethanol, 
Wärmeverfahren und Kombinationsbehandlungen, wie zum Beispiel das Tutoplast®-
Verfahren (Lösungsmittelkonservierung und Sterilisation mit Gammastrahlung), im 
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klinischen Gebrauch [Bright et al 1987; Versen et al 1992; Wutzler & Sauerbrei 2000; 
Hofmann et al 1996]. Alle diese Methoden führen zu einer maximalen Keim- und 
Virusinaktivierung, beeinflussen jedoch die biomechanischen Eigenschaften der 
Transplantate unterschiedlich [Godette et al 1996; Knaepler et al 1991; Shin et al 2005; 
Vastel et al 2004]. 
Über eine ebenfalls vorhandene Alteration der osteogenen, osteoinduktiven und 
osteokonduktiven Merkmale der Transplantate durch die unterschiedlichen Verfahren 
wird in der aktuellen Literatur wenig berichtet. 
Im Folgenden wird das in dieser Arbeit verwendete Desinfektionsverfahren kurz 
vorgestellt. 
 
Thermische Desinfektion 
Um bei allogenen Knochentransplantaten eine möglichst hohe Sicherheit vor 
Infektionen bei bleibenden osteoinduktiven, -konduktiven und biomechanischen 
Eigenschaften zu erreichen, wurde die 80°C- Wärmebehandlung entwickelt. 
Eine eingehende Untersuchung der 80°C- Thermodesinfektion von humanen 
Femurkopftransplantaten erfolgte durch v. Garrel und Knaepler [Knaepler et al 1990, 
1992a, 1992b, 1994a, 1994b; Garrel et al 1993, 1994, 1997; Garrel & Gotzen 1998; 
Hofmann et al 1996]. Anhand zahlreicher klinischrelevanter Bakterienstämme wurde 
sowohl die antibakterielle Desinfektionswirkung dieses Verfahrens, als auch die 
antivirale Wirkung bei Versuchen mit umhüllten Viren (HIV-2, BVDV „bovine viral 
diarrhoea virus“ als Modell für Hepatitis-C-Virus und Pseudorabiesvirus als Vertreter 
der Herpesviren) und hüllenlosen Viren (Hepatitis-A-Virus, Poliomyelitis Virus und 
bovines Parvovirus) nachgewiesen [Pruss et al 2003a, 2003b]. 
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I.5 Zellkultur und Tierversuche 
 
Bereits in den 1930er Jahren wurden erste Versuche der Biokompatibilitätsprüfung im 
Tierversuch vorgenommen, um schädigende Einflüsse von Biomaterialien auf den 
menschlichen Organismus schon vor klinischer Anwendung ausschließen zu können 
[Dixon und Rickert 1933]. Auch wenn Tiermodellversuche bis in die heutige Zeit ein 
wichtiges Mittel in der Erforschung von Biomaterialien darstellen und noch immer 
Verwendung finden, so stellt sich doch immer die Schwierigkeit der 
Standardisierbarkeit und Reproduzierbarkeit [Hayashi et al 1989; Wilke et al 1991, 
1992; Warnke et al 2006]. Auch die Übertragbarkeit des Tiermodells auf den 
menschlichen Organismus ist nicht immer unproblematisch, weshalb immer wieder 
Versuche unternommen wurden, Modelle zu entwickeln, die die Situation in vivo am 
Menschen am besten wiedergeben. 
In dieser Studie sollen die Reaktionen des menschlichen Körpers auf eingebrachte 
Knochentransplantate möglichst nah der Situation in vivo bei guter Reproduzierbarkeit 
untersucht werden. Einen Ansatz hierfür stellt die Zellkultur dar, die mit den 
unterschiedlichsten Zellarten durchgeführt werden kann. Da Knochentransplantate in 
traumatisch oder chirurgisch alterierten Knochen eingebracht werden, kommen sie nicht 
nur mit einem Zelltyp, sondern mit einer Vielzahl verschiedener Zellarten in 
unterschiedlichsten Differenzierungsstufen in Kontakt. Zum anderen spielen bei 
immunologischen Geschehen nach Transplantation, wie sie in dieser Studie untersucht 
werden sollen, Wechselwirkungen zwischen unterschiedlichen Zelltypen eine Rolle. 
Um dieses komplexe Milieu, in das die Knochenstücke implantiert werden, in vitro zu 
simulieren, wählten wir die humane Knochenmarkszellkultur aus. 
Die Basis für das in dieser Studie verwendete Zellkultur-Modell stellt das 1976 von 
Bexter und Mitarbeitern entwickelte Konzept zur Langzeitkultivierung von 
Mäuseknochenmark dar. Es folgte eine Weiterentwicklung hinsichtlich der Kultur von 
humanem Knochenmark 1980 und weitere Modifikationen 1991 durch Kalla und 
Mitarbeiter [Hocking & Golde 1980; Gartner & Kaplan 1980; Kalla et al 1991]. Diese 
Arbeitsgruppe nutzte erstmals auch die mittlerweile entdeckten hämopoetischen 
Wachstumsfaktoren Interleukin-3 (IL-3) und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden-Faktor (GM-CSF) als Zusatz zur Knochenmarkszellkultur [Kalla et al 
1991]. Neben diesem Zellkulturmodell, das primär der Erforschung der Hämatopoese 
diente, stellten Wilke und Mitarbeiter 1991 ein gleichartiges „in vitro“ Zellkulturmodell 
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vor, das unter Verwendung humanen Knochenmarks – steril im Rahmen einer Hüft-
Total-Endoprothese gewonnen – bei der Erforschung der Biokompatibilität 
verschiedener Biomaterialien helfen sollte [Wilke et al 1991]. 
Dieses weiterentwickelte Zellkulturmodell wird im Rahmen der vorliegenden Studie zur 
Analyse des Zytokinprofils und der Enzymbestimmung der humanen 
Knochenmarkszellkultur unter Exposition von unbehandelten autologen bzw. 80°C-
wärmebehandelten Knochenprobenkörpern angewendet. 
Hierbei ist besonders die weiße Zellreihe (Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten) 
von Interesse, da das Immunverhalten der Knochenmarkszellen auf Fremdkörperreize 
(z. B. allogene Knochentransplantate) untersucht wird. 
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Abb. 1:  Darstellung der Hämatopoese unter Einfluss verschiedener Zytokine 
(modifiziert nach Böcker et al 2001). 
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I.6 Knochenstoffwechsel 
 
Knochen stellt ein hoch komplexes Gewebe dar, das während des gesamten Lebens von 
steten Umbauvorgängen begriffen ist. Dieser Knochenanbau ist Voraussetzung für 
Wachstum, Formation und Defektbeseitigung im Knochen [Buckwalter et al 1995]. 
Hierbei sind Knochenabbau und -aufbau miteinander gekoppelt und werden als „Bone 
remodeling“ bezeichnet. Da dieser normale Prozess jedoch nur 5 % des 
Gesamtknochenvolumens pro Jahr erneuert, sind beschleunigende Mechanismen nötig, 
um eine ausreichende Reparatur bei Frakturen und anderen Defekten situationsbedingt 
zu gewährleisten [Kleinheinz 2000]. 
Am Knochenumbau sind zum einen Osteoklasten beteiligt. Diese auf die Resorption 
von Knochensubstanz spezialisierten Zellen gehen auf die gleichen Stammzellen im 
Knochenmark zurück, wie auch die Monozyten (CFU-GM) [Parfitt 1998] und haben 
eine durchschnittliche Lebensdauer von zehn Tagen [Cowin 2001]. Über Migration aus 
dem Knochenmark und über den Blutweg gelangen Vorläuferzellen der Osteoklasten 
zum Knochen [Manolagas 1995]. Die Osteoklasten lagern sich hierbei über 
Oberflächenrezeptoren der Knochenmatrix an und führen dort durch Ansäuerung zur 
Demineralisation des Knochens. Anschließend bauen Kollagenasen und andere 
proteolytische Enzyme die organische Matrix ab [Väänänen 1996]. Es entstehen 
Resorptionslagunen, benannt nach John H. Howship (1781 – 1841). 
Zum anderen sind Osteoblasten beteiligt, deren Hauptaufgabe die Produktion der 
Knochenmatrix ist, die zu circa 90 % aus Kollagen-I und etwa zu 10 % aus nicht 
kollagenen Proteinen besteht. Osteoblasten entstehen durch Differenzierung von 
Fibroblasten und Mesenchymzellen und gehen auf die CFU („colony forming units“) 
der Fibroblasten (CFU-F) zurück [Teitelbaum 2000; Prockop 1997, Owen 1985; Owen 
& Friedenstein 1988]. Sie wandern z. B. in die durch Osteoklasten geschaffenen 
Lagunen ein und sondern dort eine Kollagenmatrix ab. Diese wird unter Einfluss von 
Knochenproteinen wie z. B. Osteocalcin zu Osteoid [Parfitt 1994], welches später 
mineralisiert wird. 
 
An der Regulation des Zusammenspiels von Osteoblasten und Osteoklasten sind 
verschiedene Zytokine beteiligt. So beginnt jede Frakturheilung zunächst mit einer 
entzündlichen Reaktion, in deren Verlauf unter anderem Interleukin-6 (IL-6), 
Interleukin-1β (IL-1β) und Tumornekrosefaktor-α (TNFα) freigesetzt werden [Kon et al 
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2001]. Diese Zytokine wurden in der vorliegenden Studie bestimmt, um Rückschlüsse 
auf die Vorgänge nach Transplantation der verschieden desinfizierten Knochenkörper 
zu gewinnen. 
 
Zytokine beeinflussen meist mehrere Zellarten mit unterschiedlichem Effekt 
(Pleiotropismus) und sind bereits in picomolaren Konzentrationen wirksam. Die 
Produktion und Sekretion der Zytokine findet nur kurzzeitig während der Aktivierung 
der Produktionszelle statt und beruht fast immer auf deren Neubildung, nicht auf der 
Ausschüttung präformierter Peptide [Peter & Pichler 1996]. 
Von (IL-6), (IL-1β) und (TNFα) wurde bereits früh ein aktivierender Einfluss auf 
Osteoklasten beschrieben [Bertolini et al 1986; Canalis 1986, 1987; Flad & Gemsa 
1997; Ishimi et al 1990; Jilka et al 1992; Suda et al 1995]. 
Neuere Studien zeigen das Zusammenspiel zwischen proinflammatorischen 
Interleukinen wie IL-1 und TNFα und dem Knochenstoffwechsel in Zusammenhang mit 
dem Rezeptor-Aktivator des Zellkernfaktors κB (RANK) und seines Liganden 
(RANKL). RANK wird auf der Zellwand von T-Zellen, Osteoblasten und Stromazellen 
exprimiert [Wong et al 1997; Lacey et al 1998; Yasuda et al 1998]. Hierbei wird der 
Rezeptor durch diese Interleukine von Osteoblasten verstärkt gebildet und führt dadurch 
zu einer vermehrten Differenzierung von Osteoklasten [Yasuda et al 1998; Hofbauer et 
al 1999; O’Brien et al 1999]. Zudem wurde gezeigt, dass IL-1 und TNFα die 
Differenzierung zu Osteoklasten auch direkt stimulieren können [Kobayashi et al 2000; 
Azuma et al 2000; Kim et al 2005]. 
TNFα führt zu verstärkter Osteoklastogenese über eine Produktionserhöhung von 
RANKL und M-CSF in Stromazellen und auch eine Verstärkung der Ansprechbarkeit 
von Osteoklasten-Vorläuferzellen auf RANKL [Hofbauer et al 1999; Lam et al 2000]. 
Diese osteoklastogenen Effekte von TNFα werden auch von IL-6 vermittelt [Devlin et 
al 1998]. Zudem hemmt TNFα neben dieser Förderung der Osteoklasten die Entstehung 
von Osteoblasten [Nanes 2003]. 
Auch IL-1 führt zu vermehrter RANKL-Bildung in Stromazellen und wirkt auf 
Osteoklasten lebensverlängernd und aktivitätssteigernd. Hierbei vermittelt es unter 
anderem auch die TNFα-Wirkung durch direkte Stimulation der Differenzierung von 
Osteoklasten-Vorläuferzellen [Wei et al 2005]. Aber auch über die Induktion der 
Prostaglandinsynthese wirkt IL-1 stimulierend auf die Knochenresorption bei 
zusätzlicher Inhibition der Knochenneubildung [Canalis 1986, 1987]. 
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Durch die Aktivierung von NFκB durch TNFα und IL-1 führen beide Zytokine zu 
einem verstärkten Knochenabbau bei gleichzeitiger Hemmung der 
Osteoblastenfunktion. 
Interferon-γ (IFNγ) wird unter anderem von aktivierten T-Zellen produziert; es hat in 
vitro einen hemmenden Effekt auf Osteoklasten und führte bei Versuchen mit 
Nacktmäusen zu erniedrigten Serum-Kalziumwerten und verminderter 
Knochenresorption [Takayanagi et al 2000; Sato et al 1992]. Sasaki et al wiederum 
berichteten, dass IFNγ keinen wichtigen Anteil an der infektinduzierte 
Knochenresorption hat [Sasaki et al 2004]. 
Auch IL-6 spielt als Akut-Phase-Protein und Mediator im Knochenstoffwechsel eine 
wichtige Rolle. Die Bildung von IL-6 wird zum einen durch Infektionen und Zytokine 
(vorrangig IL-1 und TNF) in Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten oder aktivierten 
T-Zellen induziert, zum anderen wird IL-6 aber auch in kleinen Mengen von 
ausgereiften Osteoblasten produziert [Peter & Pichler 1996; Dodds et al 1994]. Den 
Einfluss auf die Knochenresorption zeigten unter anderem Studien an IL-6-Knockout-
Mäusen, die vor Gelenkentzündungen und Knochendestruktionen bei Arthritis geschützt 
waren [Naka et al 2002; Wong et al 2003; Sasai et al 1999]. Eine vermehrte 
Osteoklastenreifung in vitro und in vivo über stimulierende Effekte auf die IL-1β-
Produktion in Fibroblasten und Knochenmarkszellen beschrieben Arbeitsgruppen von 
Kurihara und Kotake [Kurihara et al 1990; Kotake et al 1996]. Diese Stimulation der 
Osteoklastenreifung geht wie Studien von Kudo et al belegen auch ohne die 
Vermittlung von RANKL von statten [Kudo et al 2003]. Bei primitiven 
hämatopoetischen Stammzellen führt IL-6 zu einer beschleunigten Teilung und 
erhöhten Sensibilität gegenüber anderen Wachstumsfaktoren, weshalb es auch zu den 
synergistischen Faktoren der Hämatopoese gezählt werden kann [Matsuda & Kishimoto 
1998; Jansen et al 1992; Okano et al 1989; Suzuki et al 1989]. 
 
Neben diesen spezifischen Funktionsträgern im Knochenstoffwechsel wurden auch 
allgemeine Knochenzell- und Vitalitätsparameter bestimmt. Hier wurden Enzyme oder 
Substanzen gemessen, die für den Zellstoffwechsel essentiell sind oder durch bestimmte 
Stoffwechselvorgänge gebildet werden. Diese liegen intrazellulär in weit höherer 
Konzentration vor als extrazellulär, so dass eine Erhöhung dieser Parameter im Serum z. 
B. durch eine Schädigung der Zellmembran hervorgerufen werden kann. Auch eine 
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vermehrte Bildung der Enzyme/ Substanzen in den Zellen z. B. während 
Wachstumsvorgängen kann zu einer Erhöhung der Werte führen. 
Lactat wurde als Indikator für Stress bzw. eine gesteigerte Arbeitsleistung der 
kultivierten Zellen bestimmt. So führen z. B. eine Überladung der Zelle mit Pyruvat, 
Sauerstoffmangel, ATP-Verarmung oder ein Abfall des pH-Wertes zu einem Anstieg 
von Lactat. 
Die alkalische Phosphatase (AP) wird von Osteoblasten im Differenzierungsstadium 
während des Knochenaufbaus (z. B. im Rahmen einer Frakturheilung) vermehrt gebildet 
[Aubin et al 1995; Nyman et al 1991]. Eine physiologische Erhöhung der Alkalischen 
Phosphatase findet sich z. B. bei Gravidität, in der Wachstumsphase, während der 
Frakturheilung und nach Mahlzeiten (Dünndarm-AP). 
Die Lactatdehydrogenase wurde als sehr sensitiver, aber wenig gewebsspezifischer 
Marker für Membrandefekte, Zelluntergang und Gewebeschäden gewählt, da sie im 
Gewebe in circa 500fach höherer Konzentration als im Serum vorliegt. 
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I.7 Fragestellung 
 
Ziel dieser Studie ist es, anhand einer humanen Knochenmarkszellkultur die 
Unterschiede verschiedener Sterilisations- bzw. Desinfektionsverfahren von 
Knochentransplantaten und ausgesuchten Knochenersatzmaterialien im Hinblick auf 
ihre immunmodulativen Eigenschaften im Vergleich zur autologen 
Knochentransplantation zu untersuchen. Zuletzt fanden auf diesem Gebiet vorwiegend 
Studien zur Auswirkung der Behandlung auf die mechanische Belastbarkeit statt. Da 
bislang jedoch nur wenige Ergebnisse bezüglich der Biokompatibilität der 
verschiedenen Verfahren vorliegen, wurde die vorliegende Studie geplant. 
So wurde untersucht, ob sich Unterschiede in der Expression der Zytokine Interleukin-1 
β (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6), Interferon-γ (IFNγ) und Tumornekrosefaktor-α (TNFα) 
in einer Knochenmarkszellkultur unter Exposition entsprechend behandelter 
Spongiosakörper finden lassen. 
Lassen sich Aussagen zur Vitalität der Zellkultur und eventueller Osteoblastentätigkeit 
in diesem Zeitraum durch die Bestimmung von Lactat, Lactatdehydrogenase (LDH) und 
alkalische Phosphatase (AP) treffen? 
Abschließend soll diese Studie im Kontext mit anderen Studien betrachtet werden und 
es soll eine mögliche Interpretation der verschiedenen Ergebnisse erfolgen. 
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II. Material und Methoden 
 
 
II.1 Versuchsmaterialien 
 
II.1.1  Geräte 
 
II.1.1.1 Laborgeräte 
Critical Point Kammer     Balzers, Liechtenstein 
Sputter coater S150     Edwards, West Sussex, GB 
Rasterelektronenmikroskop ISI SX 30  ISI, GB 
Mikrotom Polycut E     Reichert-Jung 
Bandelin Sonorex TK 52    Bandelin Electronic, Berlin 
Pipetman® P 20, P 200, P 1000   Gilson Inc., Middleton, USA 
Pipetus®-akku Hirschmann® Laborgeräte, Eberstadt 
Eppendorf Multipipette® plus   Eppendorf AG, Hamburg 
Pipetman® Ultra Multichannel 8x300  Gilson Inc., Middleton, USA 
Labofuge 400R     Heraeus Instruments, Hanau 
Biofuge 13      Heraeus Instruments, Hanau 
Schüttler Swip KS-10    Edmund Bühler GmbH, Hechingen 
Vortex: REAX 2000     Heidolph, Kelheim 
Heizplatte mit Magnetrührer MR2002  Heidolph, Gießen 
Autoklav 3850 EL     Tuttnauer, NY, USA 
Hitzeschrank, SUT 6200    Heraeus, Hanau 
Feinwaage I 1801     Sartorius GmbH, Göttingen 
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II.1.1.2 Geräte für Probenschnitt / -bearbeitung und Zubehör 
EXAKT-Trennschleifsystem EXAKT Apparatebau GmbH, 
Norderstedt 
Diamant-Trennband D64 0,2mm DIA-Plus Walter Messner GmbH, 
Oststeinbek 
Bohrer PF360      Proxxon GmbH, Niersbach 
Schublehre      Mitutoyo, Mexiko 
Rotator Reax2 Heidolph Instruments GmbH & 
Co.KG, Schwabach  
4” Splash Shield     MicroAire, Charlottesville USA 
Lavage Tubing Set Total Knee   MicroAire, Charlottesville USA 
 
II.1.1.3 Desinfektion 
Lobator SD-2      Telos GmbH, Marburg 
Desinfektionsgefäß     Telos GmbH, Marburg 
 
II.1.1.4 Zellkultur 
Brutschrank BB-16 CU   Heraeus Instruments, Hanau 
Durchlichtmikroskop DM IL Fluo   Leica, Wetzlar 
Vertikal Laminar Flow Gerät UV 1800  Uniflow 
Bunsenbrenner     Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Neubauer-Kammer     Schreck, Hofheim 
 
II.1.1.5 Analytische Geräte 
Analysegerät Hitachi 917    Roche, Mannheim 
Casy® 1 TTC, Version SC1 TTC (Zellzähler) Schärfe System GmbH, Reutlingen 
Digital-pH-Meter 646 Knick Elektronische Messgeräte 
GmbH & Co. KG, Berlin 
Titertek® Multiskan MC Flow Laboratories GmbH, 
Meckenheim 
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II.1.1.6 Kühlgeräte 
-80°C Hera freeze, HFU 586 basic Heraeus, Kendro Laboratory 
Products, Hanau 
-20°C       Liebherr, Ochsenhausen 
+4°C       Liebherr, Ochsenhausen 
 
II.1.2  Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 
 
II.1.2.1 Zellkultur 
Iscove’s modified Dulbeccos medium 
(IMDM) Pulver   Gibco, Karlsruhe 
Pferdeserum hitzeinaktiviert PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
AU 
Fetales Kälberserum hitzeinaktiviert PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
AU 
Certomycin®      Essex Pharma, München 
L-Glutamin      Biochrom AG, Berlin 
Hydrocortison Sigma Diagnostics, St. Louis, USA 
Interleukin-3 (IL-3) Human Recombinant Calbiochem® Merck, Darmstadt 
Granulocyte-macrophage-colony- 
stimulating-factor (GMCSF) human Calbiochem® Merck, Darmstadt 
Accutase PAA Laboratories GmbH, Pasching 
(AU) 
Trypsin-EDTA Solution Sigma Diagnostics, St. Louis, USA 
Cellstar Gewebekulturschalen 35 / 10 mm Greiner bio-one GmbH, 
Frickenhausen 
 
II.1.2.2 Interleukin- und Enzymbestimmung 
Lactate Reagenz     Roche, Mannheim 
Alkalische Phosphatase IFCC liquid Reagenz Roche, Mannheim 
LDH IFCC-liquid Reagenz    Roche, Mannheim 
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BD OptEIATM Human Il-6 ELISA Set BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIATM Human Il-1β ELISA Set BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIATM Human IFN-γ ELISA Set BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIATM Human TNF ELISA Set BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
Je Set :  -Capture Antibody, Anti Human Il-6 (Il-1β, IFN-γ, TNF-α), 
liqiud, 1,0 ml, BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA 
-Detection Antibody, Biotinylated Anti Human Il-6 (Il-1β, IFN-γ, 
TNF-α), liqiud, 1,0 ml, BD Biosience Pharmingen, San Diego, 
USA 
-Enzym Reagent, Avidin-horseradish peroxidase conjugate, 
liquid, 1,0 ml, BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA 
-Standards Recombinant Human Il-6 120 ng/ vial (Il-1β 100 ng/ 
vial, IFN-γ 75 ng/ vial, TNF-α 110 ng/ vial), Lyophilizised, BD 
Biosience Pharmingen, San Diego, USA 
BD OptEIA™ Assay Diluent BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIA™Substrate Reagent A  BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIA™ Substrate Reagent B BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIA™ Stop Solution BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIA™ Coating Buffer Sodium BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
BD OptEIA™ Wash Concentrate (20x) BD Biosience Pharmingen, San 
Diego, USA 
Nunc-Immuno Platten MaxiSorp F96  Nunc & Co KG, Wiesbaden 
 
 
II. Material und Methoden   29
II.1.2.3 Färbungen 
Osmiumtetroxid     Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Giemsa Lösung     Merck, Darmstadt 
Entellan      Merck, Darmstadt 
 
II.1.2.4 Desinfektion, Knochenaufbereitung, Knochenmarkspräparation 
PBS-Dulbecco w/o Ca2+, Mg2+ Biochrom AG, Berlin 
Biocoll Separating Solution, 1,077 Biochrom AG, Berlin 
Histopaque®, 1,119 Sigma Diagnostics, St.Louis, USA 
Earle’s Salt Solution Biochrom AG, Berlin 
Penicillin mit Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
AU 
Gentamicin Sigma Diagnostics, St. Louis, USA 
Amphotericin B Sigma Diagnostics, St. Louis, USA 
0,2% Liquemin      Hoffmann-La Roche 
 
II.1.2.5 Chemikalien und Puffer 
NaHCO3      Merck, Darmstadt 
NaCl       Merck, Darmstadt 
Aceton      Merck, Darmstadt 
NaH2PO4      Merck, Darmstadt 
Na2HPO4      Merck, Darmstadt 
Paraformaldehyd-Pulver    Merck, Darmstadt 
NaOH       Merck, Darmstadt 
Kupfer-(III)-Sulfat-Pentahydrat   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Ethanol      Merck, Darmstadt 
Formaldehydlösung 37 %    Merck, Darmstadt 
Methanol      Riedel-de Haën AG, Seelze 
Natrium Cacodylat     SERVA, Heidelberg 
Poly-L-Lysine Solution 0,1 % w/v in water  Sigmy-Aldrich Co, St. Louis, USA 
Glutaraldehydlösung 25 %    Merck, Darmstadt 
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II.1.2.6 Technoviteinbettung 
Xylol       Merck, Darmstadt 
Technovit 9100 Neu     Heraeus Kulzer, Hanau 
Tissue-Tek Uni-Cassets    Miles, Naperville, Irland 
Polyethylenfolie     Heraeus Kulzer, Hanau 
 
II.1.2.7 Verbrauchsmaterialien 
Eppendorf Reaktionsgefäß 1,5 ml, 2 ml  Eppendorf AG, Hamburg 
Eppendorf Safe-Lock Tubes 2,0 ml   Eppendorf AG, Hamburg 
15 ml, 50 ml Zentrifugenröhrchen (Falcon®) Becton-Dickenson Labware, 
Franklin Lakes, USA 
10 ml Pipetten (Cellstar®) Greiner bio-one GmbH, 
Frickenhausen 
Pipettenspitzen 200 µl, 1000 µl Greiner bio-one GmbH, 
Frickenhausen 
Pasteur Pipetten Hirschmann® Laborgeräte, Eberstadt 
Eppendorf Biopur® Combitips plus 5 ml, 25 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Unolok sterile Spritzen 50 ml HMD Healthcare Limited, West 
Sussex, GB 
Millex®-GS, 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter Millipore Corpoartion, Bedford 
USA 
Falcon® Bottle Top Filter 150 ml Becton-Dickinson Labware, 
(0,45 µm, 0,22 µm) Franklin Lakes, USA 
Objektträger Super Frost® Plus Menzel-Gläser, Braunschweig 
(25 x 75 x 1,0 mm) 
Deckgläser rund Ø 2 cm Menzel-Gläser, Braunschweig 
Casy-ton Schärfe, Reutlingen 
Casy cups Schärfe, Reutlingen 
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II.1.3  Angesetzte Lösungen und Medien 
 
II.1.3.1 Zellkultur – Medium 
Als Nährmedium für die Zellkultur wurde IMDM = Iscove´s modified Dulbecco´s 
Medium verwendet [Kalla et al 1991]. 
Zusammensetzung für 500 ml IMDM : 
 5 ml L-Glutamin (292,3 ng/ ml) 
 0,25 ml Certomycin® 200 
 0,5 ml Hydrocortison einer 5 mmolaren Stammlösung (2,4 ng/ ml) 
 30 ml NaHCO3 5 % 
 8,85 g ISCOVE´s (Gibco ™) 
 65 ml fetales Kälberserum (FKS) hitzeinaktiviert 
 65 ml Pferdeserum (HS) hitzeinaktiviert 
 370 ml Aqua dest. 
Es wurde eine durchschnittliche Osmolarität von 0,344 osm/ ml gemessen, diese wurde 
durch Gefrierpunkterniedrigung ermittelt. 
 
II.1.3.2 Liqueminhaltiger Phosphatpuffer 
0,2 % Liquemin + PBS pH 7,4 
 
II.1.3.3 Ponal – Lösung 
1000 ml Ponal-Lösung (2 % in Aqua dest.) + 500 ml Poly-L-Lysin (0,01 %) 
 
II.1.3.4 Earles Salt Solution 
50 ml Earles Salt Solution 10x (Fa. Biochrom KG) mit Aqua bidest. auf 500 ml 
aufgefüllt. 
II.1.3.5 Wash Buffer für ELISA 
25 ml Wash Concentrate (20x) aufgefüllt mit Aqua dest. auf 500 ml 
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II.1.3.6 Working Detector für ELISA 
48 µl Detection Antibody + 48 µl Enzym Reagent + 11,9 ml Assay Diluent 
 
II.1.3.7 Substrat Solution für ELISA 
BD OptEIA™Substrate Reagent A + BD OptEIA™ Substrate Reagent B im Verhältnis 
1 : 1 
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II.2 Patientenausschluss – Hüftkopfgewinnung 
 
Das Patientengut bestand aus neun Patienten im Alter zwischen 57 und 82 Jahren (zwei 
weiblich, sieben männlich). Das Durchschnittsalter lag bei 68 Jahren. 
Eine Genehmigung durch die Ethikkommission des Fachbereiches Humanmedizin der 
Philipps-Universität Marburg lag vor: AZ 66/03. 
Hierbei wurden die Patienten entsprechend den Richtlinien zur Führung einer 
Knochenbank auf das Vorliegen einer HIV-, Hepatitis- oder Lues-Infektion serologisch 
untersucht. Des Weiteren wurde eine Anamnese bezüglich einer Erkrankung, die den 
Knochenstoffwechsel beeinflussen könnte, erhoben. Außer einer Coxarthrose, die die 
Operation bedingte, wiesen alle der untersuchten Patienten keine weiteren 
Vorerkrankungen auf. 
Die benötigten Femurköpfe wurden durch Hüftkopfosteotomie und das Knochenmark 
für die Zellpräparation aus dem proximalen Femur im Verlauf einer 
Hüftendoprothesenoperation entnommen. 
 
 
II.3 Versuchsaufbau 
 
Zur Testung der Biokompatibilität wurde eine 12-wöchige Zellkultur in Einzelwells mit 
einer Grundfläche von 9,62 cm² angelegt.  
Für jedes der beiden Verfahren wurden vier Patienten á sechs Wells getestet. Pro Well 
wurden fünf Knochenstücke eines Patienten, sowie 3 x 106 Zellen aus der 
Knochenmarkspräparation verwendet, der Mediumwechsel (3 ml) erfolgte alle 48 
Stunden. 
Innerhalb der ersten vier Wochen der Zellkultur wurde jeder Mediumwechsel unter 
sterilen Bedingungen weiterverarbeitet (pH-Wert und Zellzahlbestimmung) und 2 ml 
von diesem bei -80°C eingefroren, um für die späteren Interleukinbestimmungen zur 
Verfügung zu stehen. In den sich anschließenden acht Wochen wurde alle 48 Stunden 
ein Mediumwechsel durchgeführt, allerdings nur jeder vierte zu weiteren 
Analysezwecken eingefroren, die übrigen wurden verworfen. 
Zur Leerwertermittlung liefen je Knochenmarkspräparation I, II, III, IV, VII und VIII 
drei und für die Knochenmarkspräparationen V und VI je zwei Wells, die nur mit Zellen 
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besät wurden, außerdem je Versuchsansatz ein Well, das nur Medium enthielt, unter 
gleichen Bedingungen mit. Des Weiteren wurde bei drei der vier Patienten, die dem 
autologen Verfahren zugeordnet wurden, noch je eine Kulturschale nur mit 
Knochenplättchen, aber ohne weitere Zellen angesetzt. 
Nach Ablauf der 12 Wochen wurden die Gewebekulturschalen aufgelöst und 
entsprechend der weiter vorgesehenen Auswertung (Giemsa-Färbung, Trypan-Färbung 
mit Bestimmung des Lebend-Tot-Verhältnisses, Raster-Elektronen-Mikroskopie oder 
Einbettung in Technovit) bearbeitet. 
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Abb. 2:  Versuchsaufbau für die Zellkultur (über 12 Wochen). 
 
 
 
 
Patient 
I 
Patient 
II 
Patient 
III 
Patient 
IV 
Telos Verfahren Autologe Kultur 
V VI VIIIVII 
Zytokinmessung 
Trypan-Färbung 
Giemsa-Färbung 
Raster Elektronen 
Mikroskopie (REM) 
Technovit Einbettung
Nur Medium 
(je Ansatz 1x) 
Nur Zellen 
(je Knochenpräparation 
3x, bei V und VI nur 2x) 
Bei V, VII, VIII auch 
ein Well mit 
Plättchen, aber ohne 
zusätzliche Zellen 
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II.4 Herstellung der Knochenprobenkörper 
 
II.4.1  Präparation der Knochenplättchen 
 
Um ein exaktes Schneiden der Probenkörper zu gewährleisten, wurden die für die 
Desinfektion per Wärmeverfahren bei -80°C lagernden Hüftköpfe steril verpackt 
langsam auf Raumtemperatur gebracht. Femurköpfe, die für das autologe Verfahren 
vorgesehen waren, wurden direkt nach der Entnahme aus dem OP ins Labor gebracht 
(eingelegt in isotonischer Lösung, NaCl 0,9 %) und sofort weiterverarbeitet, um 
Gewebeschäden zu vermeiden. 
Im Labor erfolgten alle weiteren Arbeitsschritte weiterhin unter sterilen Bedingungen. 
Für den Sägevorgang wurde der Hüftkopf in eine Greifklemme am Sägeschlitten des 
Trennschleifsystems wackelfrei eingespannt. Diese Befestigung ermöglicht die 
beliebige Ausrichtung des Hüftkopfes zu einem Diamantsägeblatt und die Herstellung 
von Knochenscheiben einer Planparallelität von ± 2 µm. 
Mit dieser Bandsäge wurde der Femurkopf nun in 3 mm dicke Scheiben zerteilt, wovon 
die erste auf Grund ihrer Kompaktakappe verworfen wurde. Um eine präzise 
Schnittführung zu gewährleisten wurde der Knochenkörper hierbei durch ein am 
Schlitten montiertes Zuggewicht stets mit dem gleichen Druck gegen das Trennblatt 
gedrückt. Der Verlust durch das Sägeblatt lag pro Durchgang bei circa 350 µm. Um die 
richtige Feineinstellung der Sägeabstände zu garantieren wurde die Stärke der 
Knochenscheiben nach jedem Sägedurchgang kontrolliert und dementsprechend 
nachjustiert. Während des Sägevorgangs wurden Sägeblatt und Schnittkanal mit auf 4°C 
gekühlter steriler Ringer-Lösung gespült, so dass entstehende Reibungswärme den 
Knochen nicht beeinträchtigte und entstehende Abriebpartikel entfernt wurden. 
Außerdem wurden die Knochenscheiben so vor dem Austrocknen bewahrt. Die so 
hergestellten Knochenscheiben lagerten bis zur sich anschließenden Weiterbearbeitung 
in mit Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlösung (PBS) gefüllten 
Petrischalen. 
Aus den so gewonnenen Knochenscheiben wurden nun mit Hilfe einer Feinfräse mit 
Kreuztisch Plättchen geschnitten. Durch die feste Einspannung der Knochenscheiben 
wurden weitere Bewegungen während des Bohrvorgangs und somit Zerstörungen und 
Formabweichungen der erhaltenen Probenkörper verhindert. Auf Grund der 
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Abmessungen des diamantbesetzten Innenlochbohrers betrug der Durchmesser der 
entstehenden Knochenplättchen exakt 10 mm.  
Um Beschädigungen durch Reibungswärme und Austrocknung zu vermeiden wurde 
auch bei diesem Vorgang sterile Ringer-Lösung zur Kühlung und Befeuchtung 
verwendet. Um Verletzungen der Knochenstruktur bzw. Herausreißen der Probenkörper 
aus der Knochenscheibe zu unterbinden wurde nur ein geringer Anpressdruck ausgeübt. 
Für die Zellkultur wurden nur einwandfreie spongiöse Knochenscheiben verwendet, 
fehlerhafte Plättchen oder Plättchen mit Kompaktaanteil wurden sofort verworfen. 
 
a)         b) 
 
 
 
Abb. 3: Bohren der Knochenplättchen 
a) Eingespannte Spongiosascheibe zur Entnahme der Knochenplättchen 
  b) Hohlbohrer (Ø 10 mm) 
 
Im Anschluss an jeden Bohrvorgang wurde der Bohreraufsatz aus dem Bohrfutter gelöst 
und die Knochenzylinder mit einem extra für dieses Gerät angefertigten Probenextraktor 
geborgen. Vor dem Folgegebrauch der Knochenplättchen wurde jedes mit einer 
elektronischen Schublehre auf seine exakte Stärke untersucht, wobei nur Plättchen einer 
Stärke ≥ 2,77 mm und ≤ 3,00 mm weiterhin Verwendung fanden. Die Lagerung bis zur 
Weiterverarbeitung erfolgte in mit PBS gefüllten Zentrifugenröhrchen. 
Nach diesem Arbeitsschritt war die Präparation beendet: Man hatte homogene, 
spongiöse Knochenzylinder einer Stärke von ≥ 2,77 mm ≤ 3,00 mm und eines 
Durchmessers von 10 mm erhalten. Da die Größe der Femurköpfe sehr unterschiedlich 
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war, variierte auch die Anzahl der gewonnenen Knochenplättchen pro Hüftkopf. Im 
Mittel konnten 43,75 Plättchen aus einem Hüftkopf präpariert werden. 
Damit eine eindeutige Identifikation der Plättchen bezüglich ihrer Herkunft 
gewährleistet war, wurde jedem Patienten eine römische Zahl zugeordnet, die während 
der gesamten weiteren Verwendung der Plättchen mitgeführt wurde und mit der 
verwendete Utensilien und Probenröhrchen beschriftet wurden. 
 
II.4.2  Aufbereitung der Probenkörper 
 
II.4.2.1 Telos 
Anschließend an die Präparation wurden die Knochenplättchen, welche für die 
Desinfektion nach dem Telos-Verfahren vorgesehen waren, vor der Lagerung noch mit 
einem Jet-Lavage-System (unter sterilen Bedingungen, Ringer-Lösung) durchgespült, 
um zwischen den Trabekeln vorhandenes Fett und Zellen zu entfernen. Dies geschah, 
um eine möglichst genaue Angleichung an die normale Bearbeitung von allogenen 
Knochentransplantaten aus fremden Hüftköpfen zu erreichen.  
Bis zur Desinfektion im Rahmen des Telos-Verfahrens wurden die gereinigten 
Knochenplättchen bei -80°C in sterilen Gefäßen eingefroren. 
 
II.4.2.2 Autolog 
Frisch zugeschnittene Knochenplättchen für das autologe Verfahren wurden vor ihrer 
Verwendung in der Zellkultur noch gewaschen, um vorhandene Abriebpartikel und 
potentielle Infektionserreger zu entfernen bzw. unschädlich zu machen. 
Hierzu wurden sie im ersten Schritt in zwei je 35 ml PBS enthaltende 
Zentrifugenröhrchen (á 50 ml) aufgeteilt. Zur Intensivierung des Reinigungseffektes 
wurden die Zentrifugenröhrchen mit den Probenkörpern für 10 Minuten bei 25 
Umdrehungen pro Minute in einem Rotator „Reax2“ geschwenkt. 
Anschließend wurde die gebrauchte PBS verworfen und die Plättchen in zwei je 35 ml 
Earles Salt Solution beinhaltende Zentrifugenröhrchen überführt und wieder für 10 
Minuten in den Rotator bei 25 Umdrehungen pro Minute eingespannt. 
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Danach wurde das Waschmedium wiederum verworfen und die Prozedur mit Earles 
Salt Solution wiederholt, so dass eine Waschzeit von insgesamt 20 Minuten in Earles 
Salt Solution resultierte. 
Für den vierten und letzten Waschgang wurden die Knochenplättchen erneut in neue 
Zentrifugenröhrchen umgesetzt, allerdings wurde der Earles Salt Solution diesmal 
zusätzlich  
2 mg Amphotericin B, 
250 000 IE Penicillin mit 250 000 IE Streptomycin sowie  
100 mg Gentamicin  
zugesetzt. Anschließend wurden die Zentrifugenröhrchen für 20 Minuten und 25 
Umdrehungen pro Minute in den Rotator eingespannt. 
Nach Beendigung dieses letzten Waschschritts waren die Knochenplättchen bereit für 
die Zellkultur, ein weiteres Reinigungs- bzw. Sterilisationsverfahren schloss sich bei 
diesen Proben für das autologe Verfahren nicht mehr an. 
 
 
II.5 Desinfektionsverfahren 
 
II.5.1  Telos 
 
Beim Telos-Verfahren wurden die gesäuberten Knochenplättchen eines Patienten nach 
dem Auftauen steril in ein Metallei, welches mit mehreren kleinen Löchern versehen 
war, überführt und in einen sterilen mit 250 ml Ringer-Lösung gefüllten Macrolon-
Kunststoffbehälter gegeben, der in den Lobator-2 gestellt und dem standardisierten 
Erwärmungsprozess ausgesetzt wurde. Die Erwärmung erfolgte unter dem permanenten 
Rühren der Ringer-Lösung durch einen im Gerät integrierten Magnetrührer. Die 
Temperaturkontrolle erfolgte durch den geräteeigenen Temperaturanzeiger. Bei zwei 
der vier Patienten wurde zur Kontrolle des Erwärmungsprozesses unter den im 
Versuchsaufbau gegebenen Bedingungen eine zusätzliche externe 
Temperaturüberwachung durchgeführt. Hierbei zeigte sich die gleiche 
Temperaturkurve, wie sie unter klinischen Bedingungen im Zentrum der Hüftköpfe 
ermittelt wurde. Diese Temperaturmesssonden wurden durch den Gummiverschluss des 
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Lobatorgefäßes bis in das Metallei mit den Probenkörpern geführt, um auch die 
tatsächliche Temperatur an den Probenkörpern aufzuzeichnen. 
Während dieses 94-minütigen Prozesses wurde das Gefäß erhitzt, so dass eine 
Kerntemperatur von 82,5°C über einen Zeitraum von mindestens 30 Minuten erreicht 
wurde. Anschließend wurden die Ringer-Lösung über einen speziellen 
Entsorgungsbehälter entnommen und die Probenkörper bei -80°C bis zur Verwendung 
gelagert. 
Wichtig hierbei war, dass die angestrebte Inaktivierungstemperatur und -zeit auch im 
Zentrum erreicht wurde. 
 
 
II.6 Zellkultur 
 
II.6.1  Knochenmarkspräparation 
 
Patienten : 
Für die Knochenmarkspräparation bestand das Patientengut aus fünf gesunden Patienten 
(1 weiblich und 4 männlich) im Alter zwischen 63 und 78 Jahren, die „nur“ an einer 
Coxarthrose litten. Alle Patienten waren zur Knochenspende vorgesehen und hatten eine 
Eigenblutspende durchgeführt, wodurch die serologische Testung der Patienten 
gewährleistet war. 
Die markhaltigen Knochenblöcke von etwa 8 x 10 x 20 mm wurden während der 
Primärimplantation von Totalendoprothesen der Hüfte nach Femurkopfosteotomie aus 
dem proximalen Femurschaft steril entnommen.  
Das intraoperativ gewonnene Spongiosastück wurde bis zur weiteren Bearbeitung im 
Labor in einem sterilen Behälter mit liqueminhaltigen Phosphatpuffer transportiert und 
aufbewahrt, um eine Austrocknung oder Blutgerinnung zu verhindern. 
Die weiteren Arbeitsschritte fanden unter einer Sterilwerkbank unter sterilen 
Bedingungen statt. 
Es folgte die mechanische Zerkleinerung des Spongiosablocks mit Hilfe einer sterilen 
Schnabelzange. Das so zerkleinerte Material wurde mit insgesamt 160 ml PBS 
aufgenommen und die erhaltene Suspension durch ein Feinsieb der Maschenweite 0,1 
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mm von spongiösen Knochenteilen getrennt. Danach wurden je 8 ml der so erhaltenen 
Zellsuspension auf je 4 ml eines Dichtegradientens  
28 ml Biocoll Separating Solution, Dichte 1,077 und 
56 ml Histopaque®, Dichte 1,119 
geschichtet und 20 Minuten bei 2200 Umdrehungen pro Minute und 10°C ohne Bremse 
zentrifugiert. 
Nach dem Abpipettieren der Interphase wurde diese aus fünf kleinen in ein großes 
Zentrifugenröhrchen überführt, mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und erneut 10 Minuten bei 
2200 Umdrehungen pro Minute und 10°C zentrifugiert. Dieser Spülvorgang wurde noch 
zweimal wiederholt. Nach dem letzten Spülvorgang wurde der Überstand wieder 
abgesaugt und die verbleibende Zellsuspension in 50 ml Kulturmedium (IMDM) 
aufgenommen. 
Mittels Casy® 1 TTC wurde die Zellzahl im Medium ermittelt. 
 
II.6.2  Kulturbedingungen 
 
Am Tag der Knochenmarkspräparation wurden die Zellen steril in Einzelwells ausgesät. 
Pro Einzelwell (9,62 cm²) wurden 3 Mio. Zellen mit 3 ml IMDM Medium ausgesät, dies 
entspricht 311850 Zellen/ cm². 
Zuvor wurden in den Wells die Knochenprobenkörper ausgelegt, so dass sie mit den 
Zellen beimpft werden konnten. 
In einem Well pro Patient wurde ein rundes Deckglas auf den Boden gelegt, um im 
Anschluss an die Zellkultur eine rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der auf 
dem Boden wachsenden Zellen zu ermöglichen. 
Die Zellen wurden 12 Wochen bei 37°C, 12,5 % O2 und 5 % CO2 kultiviert.  
 
Das Medium wurde alle 48 Stunden durch Abpipettieren des Überstandes und Ersatz 
durch neues IMDM gewechselt. Ab dem zweiten Mediumwechsel wurden die humanen 
rekombinanten Wachstumsfaktoren Interleukin-3 (IL-3) und Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor (GMCSF) jeweils in einer Konzentration 
von 10 ng/ ml (Konzentration der Stammlösung, d.h. 1 ml für 40 ml IMDM Medium) 
dem Medium zur Stimulation der Zellkultur zugesetzt [Kalla et al 1991, 1992; Wilke et 
al 1993, 1995, 1998]. 
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Durch ein Durchlichtmikroskop wurden während der 12 Wochen jeden zweiten Tag die 
Zelldichte, das Anwachsverhalten und die Differenzierung der Zellen beobachtet. 
 
II.6.3  Probenverarbeitung und -lagerung 
 
Nach Abnahme des Mediumüberstandes (3 ml) beim Mediumwechsel in sterile 
Zentrifugenröhrchen wurde dieser bei 2200 Umdrehungen in der Minute und 10°C 10 
Minuten lang ohne Bremse zentrifugiert. Dadurch bildeten die mit dem Medium 
abgeschöpften Zellen ein Pellet am Boden der Röhrchen, so dass im nächsten Schritt 
deren Zahl bestimmt werden konnte. 
Dann wurden 2 ml in ein steriles Eppendorf Tube abgenommen und dieses nach 
Beschriftung, die garantiert, dass die Probe stets dem Desinfektionsverfahren, dem 
Patienten, dem Well und dem Mediumwechsel zugeordnet werden kann, bei -80°C 
eingefroren. 
 
II.6.3.1 pH-Bestimmung 
Es folgte in dem verbleibenden Milliliter eine digitale pH-Bestimmung, um weiteren 
Aufschluss über die Kultur- und Wachstumsbedingungen zu erhalten. 
 
II.6.3.2 Zellzahlmessung 
Eine Zellzahlmessung zur Beurteilung der Zellzahlentwicklung während der Kultur 
erfolgte unter Nutzung des Casy® 1 TTC zum einen nach jedem Mediumwechsel, zum 
anderen bei Auflösung der Wells. 
Im ersten Fall wurde die Zellzahl nach Aufschütteln des Milliliters Medium, der nach 
jedem Mediumwechsel im Zentrifugenröhrchen verblieb, gemessen. Die so erhaltene 
Zellzahl gibt wieder, wie viele Zellen durch den Mediumwechsel aus dem Well gesaugt 
wurden. 
Im zweiten Fall wurde nach Ende der Kultur das Medium abgesaugt und die im 
Schälchen verbliebenen Zellen mit 2 ml Trypsin-Lösung gelöst. Nach mehrmaliger 
Spülung mit PBS wurde die vollständige Ablösung der Zellen unter dem 
Lichtmikroskop kontrolliert und die Zellzahl bestimmt.  
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II.7 Enzymbestimmungen 
 
Aus den eingefrorenen Proben wurden die Enzyme Alkalische Phosphatase, Lactat und 
Lactatdehydrogenase bestimmt. Den Leerwert lieferte jeweils eine Messung der Proben, 
die nur aus Medium bestanden. 
 
II.7.1  Alkalische Phosphatase (AP) 
 
Die AP wurde photometrisch bei 415 nm Wellenlänge bestimmt. Hierbei wurde p-
Nitrophenol gemessen, welches in Gegenwart von Magnesium- und Zinkionen durch 
Phosphatasen von P-Nitrophenylphosphat abgespalten wurde. Die Messung erfolgte im 
Zentrallabor des Klinikums gemäß der SOP AM-ZL-123/C. 
 
II.7.2  Lactat 
 
Das Lactat der Proben wurde im Zentrallabor mittels enzymatischen Farbtests bestimmt. 
Wasserstoffperoxid, das während der enzymatischen Oxidation (Lactatoxidase) von 
Lactat zu Pyruvat entstand, wurde mit Peroxidase zu einem Farbstoff umgesetzt, dessen 
Intensität der Lactatkonzentration proportional war (SOP AM-ZL-127/C). 
 
II.7.3  Lactatdehydrogenase (LDH) 
 
Zur Bestimmung der LDH-Aktivität wurde die Extinktionszunahme bei 340 nm im 
Reaktionsgemisch ermittelt, welche durch die NADH-Bildung während der 
Umwandlung von Lactat zu Pyruvat durch LDH zustande kommt (SOP AM-ZL-122/C). 
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II.8 Bestimmung der Zytokine 
 
Aus den während des Langzeitversuchs eingefrorenen Proben wurden die 
Konzentrationen der Zytokine IL-1β, IL-6, TNFα und IFNγ mittels ELISA-Methode 
ermittelt. 
 
II.8.1  Ansetzen der Stock Standards am Beispiel von IL-1β 
 
Das Lyofilisat wurde in 1 ml Aqua dest. gelöst und gemischt, danach wurde der 
erhaltene Stock Standard (100 ng/ ml) in Portionen á 50 µl pro Eppendorf-Cup 
alliquotiert (= 5 µg IL-1β/ Cup). Die Lagerung erfolgte bei -80°C über maximal 6 
Monate. 
 
II.8.2  Ansetzen der Standardverdünnungsreihe am Beispiel von IL-1β 
 
Als Standardverdünnung wurden 45 µl Stock Standard von IL-1β mit 4495 µl Assay 
Diluent gemischt (= 1 µg/ ml) und anschließend eine Verdünnungsreihe (500 pg – 250 
pg – 125 pg – 62,50 pg – 31,25 pg – 15,63 pg – 7,81 pg) aus den Stockstandards 
hergestellt. 
 
II.8.3  Arbeitsschritte ELISA 
 
(Alle Antikörper und spezifischen Reagenzien wurden entsprechend dem zu 
bestimmenden Interleukin gewählt.) 
 
Die Microtiterplatte wurde mit je 100 µl Capture Antibody + Coating Buffer (Verhältnis 
1 : 250) pro Vertiefung beschichtet, anschließend erfolgte die Inkubation über Nacht bei 
4°C. 
 
Am folgenden Tag der Messung wurde die Platte geleert auf Zellstoff ausgeklopft und 
anschließend dreimal mit je 300 µl Wash Buffer pro Vertiefung gewaschen. 
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Es folgte die Inkubation mit 200 µl Assay Diluent pro Vertiefung über eine Stunde bei 
Raumtemperatur. 
 
Nach der Inkubation wurde die Platte wieder dreimal mit je 300 µl Wash Buffer pro 
Vertiefung gewaschen. 
 
Es folgte das Aufbringen von je 100 µl der Standardverdünnungsreihe bzw. der Proben, 
die zuvor bei Raumtemperatur aufgetaut und vor der sterilen Entnahme gevortext 
wurden, in jeweils zwei Vertiefungen pro Probe bzw. Verdünnung 
(Doppelbestimmung). In 2 Vertiefungen wurde nur Assay Diluent zur 
Leerwertbestimmung gegeben. Die so vorbereitete Platte wurde über zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. 
 
Nach der Inkubation wurde die Platte fünfmal mit je 300 µl Wash Buffer pro Vertiefung 
gewaschen. 
 
Nach dem Waschvorgang wurden die Vertiefungen mit je 100 µl Working Detector 
befüllt und verdeckt für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
Es folgte ein siebenmaliger Waschvorgang mit je 300 µl Wash Buffer je Vertiefung. 
 
Nun wurden je 100 µl Substrat Solution in die Vertiefungen gegeben und die Platte über 
30 Minuten im Dunkeln inkubiert. 
 
Nach exakt 30 Minuten wurden in jede Vertiefung 50 µl Stop-Lösung gegeben und die 
Lichtabsorption der Proben innerhalb von 30 Minuten bei 570 nm – 450 nm 
Wellenlänge im Absorptionsphotometer gemessen. 
 
Der verwendete Capture-Antibody war spezifisch für das zu testende Interleukin (= 
Antigen), wodurch sich die hohe Spezifität der Messung für das entsprechende 
Interleukin ergab. 
Der „Detection Antibody“ (biotinylierte Antikörper gegen das entsprechende 
Interleukin) wurde zuvor mit einem Enzym (Avidin-horseradish peroxidase) konjugiert 
und ging im nächsten Schritt mit den gebundenen Interleukinen eine Bindung nach dem 
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Sandwichprinzip ein. Dieses Enzym katalysierte die Entwicklung eines Farbstoffes 
durch die im nächsten Schritt zugegebenen Chemikalien (Wasserstoff-Peroxid und 3, 
3’, 5, 5’ Tetramethylbenzidin). Nach Zugabe einer Stop-Solution (1 M Phosphorsäure) 
wurde die Absorption bestimmt, diese korrelierte proportional mit der Konzentration 
des gesuchten Interleukins in der Probe. 
Der Messbereich lag bei den verwendeten ELISA-Sets für IL-6 bei 5 – 150 pg/ ml, für 
IL-1β bei 8 – 500 pg/ ml, für IFNγ bei 5 – 150 pg/ ml und für TNFα bei 4 – 250 pg/ ml. 
Auf Grund der teils sehr hohen Werte bei einigen Proben, die den Messbereich 
überschritten, wurden Verdünnungen mit einer speziellen Verdünnungslösung 
hergestellt. 
 
 
II.9 Rasterelektronenmikroskopie 
 
Proben, die mit Hilfe des Raster Elektronen Mikroskops untersucht werden sollten 
(Deckgläser des Langzeitversuchs und Knochenplättchen), wurden nachdem das 
Medium abgesaugt war nach folgender Methode fixiert. 
 
II.9.1  Knochenplättchen 
 
Für die Primärfixation wurden 2 g Paraformaldehydpulver in 25 ml heißem destillierten 
Wasser unter dem Abzug gelöst. Bis zum Erreichen des Neutralpunktes wurde dieser 
Aufschlämmung NaOH zugesetzt, woraufhin sich das Paraformaldehyd löste. Nach dem 
Abkühlen wurde dieser Lösung 10 ml 25 %iges Glutaraldehyd und 15 ml 0,2 M 
Kakodylatpuffer (21,4 g Kakodylsäurenatriumsalz ad. 500 ml, pH 7,4) zugesetzt. Diese 
Lösung wurde vor Gebrauch mit Kakodylatpuffer 1 : 1 verdünnt.  
In diesem Glutaraldehyd-Formaldehyd-Gemisch wurden die Knochenzylinder bei 4° – 
6°C über 24 Stunden fixiert. Es folgten vier Waschgänge mit 0,2 M Kakodylatpuffer. 
Anschließend wurden die Knochenproben für sechs Stunden in eine 2 %ige 
Osmiumtetroxid-Lösung in 0,1 M Kakodylatpuffer bei Raumtemperatur gegeben. Vier 
Waschgänge mit destilliertem Wasser schlossen sich an.  
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Jetzt wurden die Proben einer aufsteigenden Acetonreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 90 
%, 100 % für jeweils 20 Minuten) zugeführt, an deren Ende sie in 100 %igem Aceton 
gelagert wurden. 
 
II.9.2  Deckgläser mit Zellen 
 
Die Zellen wurden in einer Fixierlösung aus 0,2 M Kakodylatpuffer, Aqua dest. und 25 
%iger Glutaraldehyd-Lösung (im Verhältnis 4,6 : 4,6 : 0,8) für zwei Stunden fixiert. 
Daraufhin folgten drei Waschgänge von je 10 Minuten mit 0,1 M Kakodylatpuffer. 
Die sich anschließende Fixation in 2 %iger Osmiumtetroxid-Lösung in 0,1 M 
Kakodylatpuffer dauerte drei Stunden. Auch hier folgten vier Waschgänge mit 
destilliertem Wasser und die aufsteigende Acetonreihe mit anschließender Verwahrung 
in 100 %igem Aceton. 
 
Beiden Probensorten für die Rasterelektronenmikroskopie gemein war die spätere 
Trocknung in der Critical Point Kammer und die Bedampfung mit Gold (Schichtdicke 
circa 20 nm, 1,3 Minuten bei einer Spannung von 1,2 kV und einer Stromstärke von 40 
mA) im Sputter-Coater. Bis zur mikroskopischen Untersuchung mit Hilfe des 
Rasterelektronenmikroskops wurden die bedampften Proben im Exikator verwahrt. 
 
 
II.10 Färbungen 
 
II.10.1 Giemsa 
 
Um einen Eindruck des Einwachsens der ausgesäten Zellen in die 
Knochenprobenkörper zu gewinnen, wurde eine Giemsa-Färbung durchgeführt. Durch 
sie wurde mineralisierte Matrix rosa bis zartrosa, Kollagen rosa, Osteoid blassblau 
sowie Zellen und Zellkerne unterschiedlich blau angefärbt. 
Die Proben wurden vor der Färbung nach Entfernen des Mediumüberstandes mit 4 
%iger Formalinlösung fixiert (2 x täglich wechseln über sechs Tage). 
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Färbevorschrift : 
Nach Entfernung des 4 %igen Formalins wurden die Wells dreimal mit Aqua dest. 
gewaschen.  
Danach folgten drei weitere Waschgänge mit Aqua dest., wobei dieses für je 15 
Minuten im Well belassen wurde. 
Darauf folgte die Färbung mit einer 4 %igen Giemsa-Lösung (jeweils vor Gebrauch aus 
4 ml käuflicher Giemsa-Gebrauchs-Lösung mit 96 ml dest. Wasser frisch angesetzt) 
über 30 Minuten. 
Nach dem Absaugen der Färbelösung wurde dann mehrmals mit Aqua dest. mit 1 – 2 
Tropfen Eisessig zur Differenzierung gespült bis keine Farbwolken mehr entstanden. 
Anschließend wurden die Präparate staubgeschützt an der Luft getrocknet. 
 
II.10.2 Trypan mit Zellzählung 
 
Für die Trypanfärbung, welche eine Differenzierung zwischen lebenden (hell) und toten 
(dunkel = Farbstoff eingedrungen) Zellen ermöglicht, wurde das Medium aus den Wells 
abgenommen und in einem Zentrifugenröhrchen gesammelt. Das Well wurde zweimal 
mit PBS gespült und die Spüllösung ebenfalls im Zentrifugenröhrchen gesammelt. 
Unter Zusatz von 2 ml Trypsin-Lösung wurden unter mikroskopischer Kontrolle die 
restlichen Zellen abgelöst und in das Sammelröhrchen überführt. Es folgte eine Spülung 
mit der Sammellösung und zweimalige Spülung mit PBS, wobei die jeweils 
abgesaugten Überstände wieder gesammelt wurden. Die erhaltene Zellsuspension im 
Zentrifugenröhrchen wurde 10 Minuten bei 2200 Umdrehungen pro Minute und 
Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurde die überstehende Flüssigkeit 
abpippetiert und das Zellpellet mit einem Milliliter PBS resuspendiert und in ein 
Eppendorf Reaktionsgefäß überführt. Dieses wurde erneut fünf Minuten bei 1600 
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das erhaltene 
Zellpellet wurde anschließend in 80 µl 0,5 %iger Trypanblau-Lösung aufgenommen. 
Mit der so angefärbten Zellsuspension wurde eine Neubauer-Zählkammer gefüllt und 
diese unter dem Mikroskop ausgezählt. 
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Abb. 4:  Trypanfärbung einer Zellkultur nach 12 Wochen Kulturdauer. In 100facher 
Vergrößerung; deutlich ist der Unterschied zwischen vitalen und avitalen Zellen 
zu erkennen (CZ2 uro). 
     = vitale Zellen 
     = tote Zellen 
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II.10.3 Basische Fuchsinfärbung 
 
Knochenplättchen, die später in Technovit eingebettet werden sollten, wurden teilweise 
zuvor mit basischem Fuchsin gefärbt. Dieses färbt reifes, voll mineralisiertes 
Knochengewebe nicht an, Zellkerne und vitale Zellen färbt es rot. 
 
Färbeanweisung : 
Die Knochenplättchen wurden nach Entnahme aus der Zellkultur in 0,5 % basisches 
Fuchsin in 40 %igen Alkohol gegeben und zwei Tage auf den Schüttler Swip KS-10 bei 
50 Bewegungen pro Minute gestellt. Dieser Schritt wurde mit 0,5 % basischen Fuchsins 
in 60- und 70 %igem Ethanol wiederholt. Anschließend wurden die Proben einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (80 %, 90 %, 100 % Ethanol für je zwei Tage) zugeführt 
und die Proben dann in 100 %iges Methanol gelegt. Es folgten die Schritte der 
Technoviteinbettung nach der Alkoholreihe (siehe dort). 
 
 
II.11 Technoviteinbettung 
 
Die Knochenprobenkörper wurden aus der Zellkultur in eine 10 %ige gepufferte 
Formalinlösung (angesetzt aus dest. Wasser und 37 % Formaldehydlösung) überführt. 
Dies erfolgte in flüssigkeitsdurchlässigen Kunststoffkörbchen. Eine Beschriftung 
ermöglichte die spätere Zuordnung zu jedem Well. Nach dreitägiger Fixation auf einem 
Schüttler bei 50 Bewegungen pro Minute, während der das 10 %ige Formalin täglich 
gewechselt wurde, wurden die Proben über Nacht unter fließend Leitungswasser 
gewässert und anschließend einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 % – 70 % – 80 % – 
90 % – 90 % – 100 % – 100 %, jeweils ein Tag auf dem Schüttler) zugeführt. Eine 
längere Verweildauer in einem der Intermedien war problemlos möglich, doch sollte 
kein Schritt ausgelassen werden. 
Nach einem weiteren Tag in 100 % Methanol wurden sie (wie auch die Proben der 
basischen Fuchsinfärbung) zur Entfettung in 100 % Xylol umgesetzt, wo sie zwei Tage 
(täglicher Xylolwechsel) verblieben.  
Die anschließende Einbettung erfolgte nach den Vorgaben für Technovit 9100 Neu der 
Firma Kulzer. Hierfür wurden die Knochenplättchen aufrecht in Kunststoffzylinder 
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gestellt und diese mit der Einbettlösung vollständig gefüllt, so dass auch nach einer 
etwa 15 %igen Polymerisationsschrumpfung noch ein ausreichender Sockel für die 
Einspannung in das Mikrotom verblieb. Entsprechend der enthaltenen Probe wurde im 
oberen Bereich noch ein Etikett eingelassen, um die Probe später identifizieren zu 
können. Zur Ableitung der entstehenden Polymerisationswärme wurden die 
verschlossenen Kunststoffzylinder in einen bereits auf -15°C vorgekühlten Metallblock 
gesteckt und bei -15°C zur Einbettung gelagert. 
Nach fertiger Auspolymerisation wurden von diesen in Kunststoffblöcke 
eingeschlossenen Knochenplättchen mit einem Hartschnittmikrotom histologische 
Schnitte abgehobelt. Schnittgeschwindigkeit und Schnittdicke waren hierbei frei 
wählbar. Bis zum Zentrum des Knochens wurde mit einem Abhub von 25 µm und 
hohen Geschwindigkeiten vorgeschnitten. Für die eigentlichen Präparate wurde mit drei 
Schnitten pro Minute und einer Schnittdicke von 5 µm gearbeitet, wobei mit einem 
feinen Pinsel stets reichlich 70 %iges Ethanol auf die entstehenden Präparate 
aufgetragen wurde, so dass sie vom Messer abschwammen und sich nicht einrollten. 
Diese auf die Oberkante des Messers gezogenen Schnitte wurden auf Objektträger 
übertragen, die zuvor mit einer Ponal – Lösung über 10 Minuten beschichtet worden 
waren. Hier wurden die Präparate noch einmal mit 70 %igen Ethanol beträufelt und 
gestreckt, es folgte die Auflage einer dünnen Polyethylenfolie und Entfernung des 
überschüssigen Alkohols durch Ausstreichen mit zwei Tupfern. Anschließend wurden 
die Objektträger mit Löschpapierstreifen in eine selbst konstruierte Presse geschichtet 
und für 48 Stunden bei 50°C unter handfestem Druck im Wärmeschrank getrocknet. 
Die Betrachtung der Präparate unter dem Mikroskop geschah nach Eindeckung mit 
Entellan. 
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II.12 Statistik 
 
Zur Evaluation der Signifikanz der durch Messung der Interleukine, Enzyme und 
Zelldifferenzierung erhaltenen Daten, die einer Normalverteilung entsprachen, fand der 
t-Test für unverbundene Stichproben nach Student Anwendung. Dieser Test ermöglicht 
den Vergleich der Mittelwerte zweier unterschiedlich großer Stichprobenräume. 
 
 
Die Teststatistik errechnet sich hierbei aus: 
nm
nm
s
xyT
p +
⋅⋅−=  
 T  = Prüfgröße 
 y , x  = Mittelwerte der beiden Gruppen 
 m  = Anzahl der Werte in der Kontrollgruppe 
 n  = Anzahl der Werte in der Prüfgruppe 
 ( ) ( )
2
²1²1
² −+
⋅−+⋅−=
nm
snsms yxp  = gepoolte Varianz 
 sx², sy² = Varianzen der Messreihen x und y 
 
Bei der weiteren Auswertung wird noch die Anzahl der Freiheitsgrade benötigt: 
2−+= nmf  
Liegt nun der errechnete Wert T über dem „kritischen Wert“ t für die entsprechende 
Anzahl der Freiheitsgrade f, so besteht eine Signifikanz gegenüber der Kontrollgruppe. 
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C Z 2 892,878
C V Z 1 490,938
C VI Z 2 517,566
C VII Z 2 824,964
C VIII Z 2 110,112
Zellen 224,040
Cells 451,060
Mittelwert Zellen (pg / ml) 501,651
Standardabweichung 286,032639
Rechenbeispiel: 
IL-6 Spiegel bei der Kontrollkultur „nur Zellen“ und der autologen Messreihe am Tag 
des vierten Mediumwechsels: 
 
Kontrollkultur Mediumwechsel 4:         autolog Mediumwechsel 4: 
                
C V 2 475894,123
C V 3 377778,986
C VI 2 377041,080
C VI 6 303471,064
C VII 2 352874,002
C VII 4 489959,686
C VIII 2 263143,582
C VIII 3 327669,654
Mittelwert autolog (pg / ml) 370979,022
Standardabweichung 78953,7518  
 
m = 7       n = 8 
x  = 502 pg/ ml    y  = 370979 pg/ ml 
sx = 286,0     sy = 78953,8 
 
 
( ) ( )
2
²1²1
−+
⋅−+⋅−=
nm
snsms yxp  = ( ) ( ) ( ) ( )
287
²8,7895318²0,28617
−+
⋅−+⋅−  
576,57936=ps  
 
nm
nm
s
xyT
p +
⋅⋅−=  = 
87
87
576,57936
502370979
+
⋅⋅−  = 12,355 
 
Freiheitsgrade: f = 7 + 8 – 2 = 13 
 
Kritischer Wert t bei verschiedenen Sicherheitsgraden: 
4,143,7872,9772,6242,1451,7611,34514
4,2213,8523,0122,652,161,7711,3513
4,3183,933,0552,6812,1791,7821,35612
99,95%99,90%99,50%99%97,50%95%90%
Statistische Sicherheit S = 1 – α/2Freiheits
-grad f
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T ist somit größer als der „kritische Wert“ t bei einem Signifikanzniveau α = 0,05 (tf, 1-
α/2 = 2,160) bei der entsprechenden Anzahl der Freiheitsgrade f. Somit ist das Ergebnis 
in diesem Fall signifikant. 
 
p > 0,05 = „nicht signifikant“, 
p ≤ 0,05 = „signifikant“, 
p < 0,01 = „sehr signifikant“, 
p < 0,001 = „hochsignifikant“. 
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III. Ergebnisse 
 
 
III.1 Zellkultur ohne Knochenprobenzusatz (Kontrolle) 
 
Während der 12-wöchigen Zellkultur zeigten die Knochenmarkszellen ein gutes 
Proliferationsverhalten und bildeten nach circa 14 Tagen einen dichten Zellrasen im 
Plastikwell. 
Im Rahmen der Zellkultur wurde zum Zeitpunkt von Mediumwechsel 1 – 14, 18, 22, 
26, 30, 34, 38 und 42 eine Zellzählung, pH-Wert-, Enzym- und Interleukinbestimmung 
im abgenommenen Mediumüberstand durchgeführt. 
 
 
Abb. 5:  Lichtmikroskopische Kontrolle der humanen Knochenmarkszellkultur (im Well 
bei 100facher Vergrößerung; = adhärente Zellen; = nicht 
adhärente Zellen; Kulturdauer: 14 Tage). 
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III.2 Zellkultur unter Knochenprobenzusatz 
 
Bei den Zellkulturen über 12 Wochen unter Zusatz von Knochenproben wurden zum 
Zeitpunkt von Mediumwechsel 1 – 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38 und 42 eine Zellzählung, 
pH-Wert-, Enzym- und Interleukinbestimmung im abgenommenen Mediumüberstand 
durchgeführt. 
 
III.2.1 Zellkultur auf „Telos“-Knochenplättchen 
 
Während der 12-wöchigen Zellkultur zeigten die Knochenmarkszellen ein gutes 
Proliferationsverhalten. Innerhalb der ersten Woche setzten sich die Zellen auf dem 
Boden der Zellkulturschale ab und bildeten dort nach circa 14 Tagen einen dichten 
Zellrasen. 
Hierbei begannen sie vor allem zwischen den einzelnen Knochenplättchen einen 
Zellrasen zu bilden und fixierten diese so im Verlauf der Kultur immer stärker in der 
Zellkulturschale. 
 
 
Abb. 6:  Zellrasen nach 16 Tagen Kulturdauer (in 100facher Vergrößerung, CI3-8-100). 
III. Ergebnisse   57
Auch wuchsen die Zellen sowohl zwischen den Trabekeln der einzelnen 
Knochenplättchen, als auch zwischen den Plättchen selbst, die sie fest miteinander 
verbanden. 
 
 
Abb. 7:  Verbindung zweier Knochenplättchen nach 34 Tagen Zellkultur (in 100facher 
Vergrößerung, CIV3-17-100). 
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III.2.2 Zellkultur auf autologen Knochenplättchen 
 
Auch bei der Zellkultur „autolog“ zeigten die Knochenmarkszellen ein gutes 
Proliferationsverhalten und setzten sich innerhalb der ersten Woche auf dem Boden der 
Zellkulturschale ab. Jedoch dauerte die Ausbildung eines dichten Zellrasens hier etwas 
länger als 14 Tage. 
 
 
Abb. 8: Zellrasen der Zellkultur „autolog“ nach 20 Tagen Zellkultur (in 100facher 
Vergrößerung, CVI2-10-100(2)). 
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III.3 pH-Werte während der 12-wöchigen Zellkultur 
 
Der pH-Wert wurde jeweils direkt nach Abnahme des Mediums am Tag des jeweiligen 
Mediumwechsels bestimmt. Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte dar, die bei den 
Angaben für „nur Medium“ und „nur Zellen“ aus je fünf, bei „Telos“ und „autolog“ aus 
je acht Werten errechnet wurden. 
Besonders auffällig stellen sich hier die pH-Werte bei der autologen Zellkultur dar, da 
sie von Beginn an sehr niedrig sind (1. Mediumwechsel: pH = 7,22) und sich über den 
Zeitraum der Zellkultur kaum verändern (Differenz zwischen höchstem und niedrigstem 
Mittelwert: 0,21 – bei der Zellkultur „Telos“: 0,47). 
Bei den Zellkulturen „nur Zellen“ und „Telos“ lässt sich ein Abfall des pH-Wertes 
innerhalb des ersten Monats erkennen, welcher bei der Zellkultur „Telos“ stärker 
ausfällt als bei der Zellkultur „nur Zellen“. Am 18. Mediumwechsel erreicht der pH-
Wert beider Kulturen ein Minimum, mit anschließend leicht ansteigenden Werten bis 
zum Ende des Beobachtungszeitraumes. 
Der Abfall des pH-Wertes im Medium korreliert mit der lichtmikroskopisch 
wahrgenommenen Anzahl der im Well wachsenden Zellen und deren 
Differenzierungsgeschwindigkeit. 
Die Entwicklung des pH-Wertes der einzelnen Kulturen relativ zum am 
Mediumwechsel bestimmten pH-Wert der mitlaufenden „nur Medium“ Proben ist in 
Abb. 13 aus Gründen der Anschaulichkeit separat dargestellt. 
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1 2 3 4 5 6 7
nur Medium Mittelwert 7,71 7,66 7,63 7,67 7,62 7,62 7,63
Standardabw. 0,13 0,13 0,03 0,02 0,04 0,02 0,06
nur Zellen Mittelwert 7,75 7,68 7,60 7,63 7,59 7,57 7,57
Standardabw. 0,15 0,17 0,03 0,04 0,02 0,04 0,05
Telos Mittelwert 7,62 7,61 7,65 7,70 7,67 7,61 7,54
Standardabw. 0,01 0,03 0,01 0,02 0,03 0,02 0,03
autolog Mittelwert 7,22 7,08 7,06 7,11 7,08 7,07 7,12
Standardabw. 0,13 0,13 0,04 0,05 0,04 0,03 0,05
8 9 10 11 12 13 14
nur Medium Mittelwert 7,67 7,63 7,65 7,64 7,64 7,61 7,61
Standardabw. 0,07 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02
nur Zellen Mittelwert 7,59 7,55 7,55 7,53 7,54 7,50 7,51
Standardabw. 0,06 0,04 0,04 0,03 0,04 0,03 0,01
Telos Mittelwert 7,53 7,55 7,51 7,39 7,37 7,35 7,29
Standardabw. 0,05 0,05 0,07 0,06 0,06 0,06 0,05
autolog Mittelwert 7,16 7,11 7,13 7,11 7,13 7,08 7,10
Standardabw. 0,06 0,04 0,03 0,05 0,04 0,06 0,05
18 22 26 30 34 38 42
nur Medium Mittelwert 7,59 7,59 7,60 7,59 7,59 7,64 7,61
Standardabw. 0,02 0,03 0,06 0,06 0,05 0,12 0,04
nur Zellen Mittelwert 7,48 7,48 7,49 7,51 7,53 7,58 7,55
Standardabw. 0,02 0,02 0,05 0,03 0,04 0,13 0,05
Telos Mittelwert 7,24 7,21 7,25 7,25 7,27 7,25 7,26
Standardabw. 0,04 0,03 0,04 0,03 0,02 0,02 0,03
autolog Mittelwert 7,05 7,03 7,01 7,02 7,04 7,09 7,05
Standardabw. 0,05 0,04 0,06 0,06 0,07 0,11 0,07
pH - Werte im Mediumüberstand am jeweiligen MediumwechselpH - Werte
 
Tab. 2:  pH-Werte im Mediumüberstand. 
 
Abb. 9: pH-Werte des Langzeitversuchs der Mediumwechsel 1 bis 14. 
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Abb. 10: pH-Werte des Langzeitversuchs der Mediumwechsel 15 bis 42. 
 
Abb. 11: pH-Werte des Langzeitversuchs relativ zum Medium aufgetragen 
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III.4 Zellzahlbestimmung über 12 Wochen 
 
III.4.1 Trypanfärbung nach 12 Wochen Zellkultur 
 
Im Rahmen einer Trypanfärbung im Anschluss an eine Knochenmarkspräparation 
(entspricht Tag 0) konnte gezeigt werden, dass 92,3 % der vorhanden Zellen vital 
waren. 
Nach einer Zellkulturdauer von 12 Wochen ergab sich folgende Verteilung: 
 
"nur Zellen": "Telos": "autolog":
Patient Telos 81,00% Patient I 74,20% Patient V 48,30%
Patient V 82,10% Patient II 64,90% Patient VI 64,40%
Patient VII 88,30% Patient III 71,60% Patient VII 68,00%
Patient VIII 85,80% Patient IV 71,70% Patient VII 64,40%
Mittelwert 84,30% Mittelwert 70,60% Patient VIII 68,00%
Mittelwert 62,62%
 
Tab. 3:  Ergebnisse der Trypanfärbung nach 12 Wochen Zellkultur (Auszählung in einer 
Neubauer Zählkammer). 
 
Es zeigt sich, dass in Wells, in denen nur Zellen gezüchtet wurden, im Vergleich zu 
Wells mit Knochenproben am meisten Zellen vital waren. 
Des weiteren sind die Werte von „Telos“ und „autolog“ relativ zur gewonnenen 
Zellzahl zu verstehen, da eine vollständige Lösung der Zellen aus dem Trabekelwerk 
der eingesetzten Knochenkörper nach 12-wöchiger Kulturdauer nicht mehr möglich 
war. 
 
III.4.2 Zellzahlbestimmung im abgenommenen Medium 
 
Während der 12-wöchigen Zellkultur wurden die Zellzahlen nach jedem 
Mediumwechsel im abgenommenen Medium mit Hilfe des Casy-Systems ermittelt 
(Mediumwechsel 1 – 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38 und 42). Die Counts entsprechen bei den 
Werten für „nur Zellen“ dem Mittelwert aus fünf erhobenen Messungen, bei „Telos“ 
und „autologen“ Werten wurde der Mittelwert aus jeweils acht Experimenten ermittelt. 
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Der jeweilige Mittelwert gibt die Gesamtzahl der abgenommenen Zellen wieder und 
bezieht sich somit auf 3 ml. 
Zellen größer 6,25 µm werden als vital, Zellen kleiner 6,25 µm als tot gewertet. Es folgt 
eine Übersicht über die insgesamt abgenommenen Zellzahlen gegliedert nach 
Mediumwechsel und Verfahren. Diese Gesamtzahl wird im Weiteren in die oben 
angeführten Größen differenziert und separat dargestellt. 
 
 
Abb. 12: Zellzahl am Tag der Knochenmarkspräparation. Deutlich zu erkennen ist der 
Übergang von avitalen zu vitalen Zellen. Die angegebene Counts/ ml müssen 
auf 50 ml IMDM Medium bezogen werden. Diese Knochenmarkspräparation 
ergab eine Gesamtzellzahl von 132 Mio. Zellen. 
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„Nur Zellen“: 
Abb. 13: Zellzahl bei der 
Kontrollkultur am 3. Mediumwechsel. Zu 
erkennen ist, dass der Anteil an vitalen 
Zellen erheblich größer ist als der Anteil 
avitaler Zellen. 
 
 
 
Abb. 14: Zellzahl bei der 
Kontrollkultur am 10. Mediumwechsel. 
Zu erkennen ist sowohl eine 
Vergrößerung des Anteils avitaler Zellen, 
als auch der Zellen die größer circa 17 
µm sind. Es wurden 15.470 Zellen mit 
dem Medium abgenommen. 
 
Abb. 15: Zellzahl bei der 
Kontrollkultur am 22. Mediumwechsel. 
Es ist eine weitere Zunahme der avitalen 
Zellen im Medium zu erkennen. 
Insgesamt wurden bei diesem 
Mediumwechsel 20.860 Zellen mit 
abgesaugt. 
 
 
Es zeigt sich eine kontinuierliche Zunahme avitaler Zellen (< 6,25 µm) im Vergleich zu 
vitalen Zellen (> 6,25 µm) im Mediumüberstand der Kontrollkultur. 
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„Telos“: 
Abb. 16: Zellzahl bei der Zellkultur 
„Telos“ am 3. Mediumwechsel. Auch hier 
ist der Anteil an vitalen Zellen erheblich 
größer als der Anteil avitaler Zellen. 
 
 
 
 
Abb. 17: Zellzahl bei der Zellkultur 
„Telos“ am 10. Mediumwechsel. Es lässt 
sich eine Zunahme des Anteils avitaler 
Zellen erkennen. 
 
 
 
 
Abb. 18: Zellzahl bei der Zellkultur 
„Telos“ am 22. Mediumwechsel. 
 
 
 
 
 
 
 
Im Verlauf der Zellkultur „Telos“ lässt sich eine Zunahme der avitalen Zellen im 
Mediumüberstand feststellen. Der Peak zwischen 17 µm und 30 µm ist hier in Abb. 20 
zu sehen. 
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„Autolog“: 
Abb. 19: Zellzahl bei der autologen 
Zellkultur am 3. Mediumwechsel. Der 
Anteil an vitalen Zellen ist deutlich größer 
als der Anteil avitaler Zellen. 
 
 
 
 
Abb. 20: Zellzahl bei der autologen 
Zellkultur am 10. Mediumwechsel. Es 
lässt sich eine Zunahme des Anteils 
avitaler Zellen erkennen. Des Weiteren ist 
die Trennung zwischen vitalen und 
avitalen Zellen nicht so deutlich wie bei 
den anderen Kulturen. 
 
Abb. 21: Zellzahl bei der autologen 
Zellkultur am 22. Mediumwechsel. Es sind 
überwiegend avitale Zellen bzw. 
Zellfragmente im Mediumüberstand zu 
finden. 
 
 
 
 
Es zeigt sich eine schnelle und ausgeprägte Zunahme der avitalen Zellen im 
Mediumüberstand der autologen Zellkultur. Der Peak vitaler Zellen schwindet fast 
vollständig, ein dritter Peak zwischen 17 und 30 µm lässt sich bei der autologen Kultur 
nicht beobachten. 
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1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen Mittelwert 244217 136297 101466 74579 82650 77578 70314
Standardabw. 195679,8 119768,7 61004,6 58633,0 53634,2 60006,6 54276,0
Telos Mittelwert 353017 306570 224233 82954 75583 114321 87331
Standardabw. 50352,4 70111,3 56855,0 22702,9 28988,5 105822,7 54824,3
autolog Mittelwert 184698 194516 176823 117394 172062 143860 132365
Standardabw. 89243,9 78549,7 48041,3 58675,1 93125,3 67229,3 45704,9
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen Mittelwert 105729 75945 42266 55639 47455 62947 52514
Standardabw. 101619,4 37070,1 24144,1 36691,5 23800,7 34668,5 18152,0
Telos Mittelwert 90990 66124 78212 67928 63788 67184 63986
Standardabw. 35665,3 26051,2 25497,9 17844,1 17172,1 27651,5 17819,0
autolog Mittelwert 157285 116889 183435 135491 159336 168727 110889
Standardabw. 84329,2 49320,8 95793,7 122945,7 70983,8 87152,0 48717,1
18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen Mittelwert 41449 28673 22988 20597 15145 14015 21260
Standardabw. 39126,5 17687,4 7076,1 7016,8 10492,6 10222,5 27204,0
Telos Mittelwert 42178 28883 26865 21243 7564 19265 131
Standardabw. 19313,1 11807,2 6611,4 14757,4 4993,6 9462,6 8643,5
autolog Mittelwert 39595 18669 12401 23936 8605 13870 15295
Standardabw. 33026,6 23127,4 3535,1 18412,6 6117,4 9997,4 11619,6
Zellzahlen im Mediumüberstand am jeweiligen MediumwechselZellzahlen gesamt
 
Tab. 4:  Gesamtzellzahl im abgenommenen Mediumüberstand (3 ml) (Im Verlauf der 
12-wöchigen Zellkultur). 
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Abb. 22: Gesamtzahl abgenommenen Zellen im Mediumüberstand (3 ml) (während der 
12-wöchigen Zellkultur, getrennt nach Verfahren). 
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1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen Mittelwert 204809 128073 89678 67386 68211 65827 59255
Standardabw. 177083,1 112819,6 60466,7 49440,9 50089,0 58017,1 55030,4
Telos Mittelwert 260958 258705 191301 63742 55746 78354 62221
Standardabw. 34484,8 74152,0 61097,4 22680,9 23777,7 93726,9 40238,7
autolog Mittelwert 145636 153396 129019 77634 114756 82302 70620
Standardabw. 75053,6 73135,8 38639,0 53181,8 76056,9 50214,3 21139,2
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen Mittelwert 88471 60431 31450 38362 35553 41427 30467
Standardabw. 90455,1 34803,1 24823,0 34776,1 14527,3 28651,6 13221,8
Telos Mittelwert 58316 33468 43476 39967 38042 35940 31249
Standardabw. 24268,4 10913,6 20028,6 12698,8 14989,6 16852,2 10603,2
autolog Mittelwert 71539 62023 53350 50437 52192 39416 41813
Standardabw. 53785,9 31261,8 28638,3 42167,7 39433,4 26108,7 21992,9
18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen Mittelwert 28966 19887 13066 9990 8292 7207 12608
Standardabw. 26658,2 14643,8 7170,0 4297,9 6417,6 5734,2 17393,1
Telos Mittelwert 20796 16161 12973 12450 3497 7010 6529
Standardabw. 10579,4 6866,8 5772,8 9262,5 2029,5 3502,8 2986,0
autolog Mittelwert 19065 8808 5943 3232 4025 2439 3043
Standardabw. 13959,2 9750,1 2392,9 1136,6 3025,2 4178,8 4362,0
Zellzahlen > 6,25 µm Zellzahlen im Mediumüberstand am jeweiligen Mediumwechsel
 
Tab. 5:  Anzahl der Zellen im Mediumüberstand (3 ml) >6,25 µm = vital (im Verlauf 
der 12-wöchigen Zellkultur). 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen Mittelwert 39424 8205 11814 7203 14366 11756 11059
Standardabw. 29397,6 7300,9 4788,9 9823,6 5391,4 6354,9 2051,6
Telos Mittelwert 92054 47875 35646 19209 19520 12100 25106
Standardabw. 20894,8 22455,6 8154,5 6002,1 7047,0 7505,9 18891,0
autolog Mittelwert 39057 41146 47813 39763 57304 74065 61744
Standardabw. 17161,8 15619,4 18983,7 20207,3 25528,1 46117,9 26632,4
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen Mittelwert 17249 15560 10810 17272 11899 21511 22045
Standardabw. 12611,8 6866,3 3677,5 5577,3 9945,3 9339,4 7357,9
Telos Mittelwert 32675 32665 34741 27961 25755 31242 32739
Standardabw. 14890,9 21324,6 7719,6 6495,3 5400,0 11802,2 13246,5
autolog Mittelwert 85714 54855 76360 85056 107148 129318 69077
Standardabw. 47541,5 22095,8 71721,1 82563,8 63052,8 80939,0 34638,8
18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen Mittelwert 12492 8787 14455 11645 8666 9101 12123
Standardabw. 13360,9 4987,7 5954,6 2924,6 6642,8 6220,3 19698,0
Telos Mittelwert 21384 12725 13893 8792 4066 12251 16913
Standardabw. 10078,3 6405,3 2882,0 6232,6 3769,7 6175,6 6793,0
autolog Mittelwert 20526 9859 6861 8291 4365 5461 5066
Standardabw. 23928,8 13995,2 2388,5 6411,6 3959,3 7823,9 7596,4
Zellzahlen < 6,25 µm Zellzahlen im Mediumüberstand am jeweiligen Mediumwechsel
 
Tab. 6:  Anzahl der Zellen im Mediumüberstand (3 ml) <6,25 µm = avital (im Verlauf 
der 12-wöchigen Zellkultur). 
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Zellzahlen im Mediumüberstand der Zellkultur "nur Zellen" nach Größe differenziert
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Abb. 23: Zellzahlen im Mediumüberstand der Kontrollkultur „nur Zellen“ (unterteilt in 
Zellen <6,25 µm = avital und >6,25 µm = vital). 
 
Zellzahlen im Mediumüberstand der Zellkultur "Telos" nach Größe differenziert
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Abb. 24: Zellzahlen im Mediumüberstand der Zellkultur „Telos“ (unterteilt in Zellen 
<6,25 µm = avital und >6,25 µm = vital). 
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Zellzahlen im Mediumüberstand der "autologen" Zellkultur nach Größe differenziert
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Abb. 25: Zellzahlen im Mediumüberstand der Zellkultur „autolog“ (unterteilt in Zellen 
<6,25 µm = avital und >6,25 µm = vital). 
 
Bei diesen Messungen der Zellzahl im abgenommen Mediumüberstand zeigt sich, dass 
bei der Kontrollkultur „nur Zellen“ nach anfänglich sehr hohen Mengen abgesaugter 
Zellen (1. Mediumwechsel: 244.217) diese über den restlichen Verlauf der Zellkultur 
rückläufig ist (42. Mediumwechsel: 21.260). Die Anzahl der Zellen kleiner 6,25 µm, 
also der avitalen Zellen, bleibt, mit Ausnahme des ersten Mediumwechsels, während 
der gesamten Zeit kontinuierlich zwischen circa 10.000 und circa 20.000. 
Bei der Zellkultur „Telos“ wurden während der ersten 14 Mediumwechsel mehr Zellen 
abgesaugt als bei späteren Mediumwechseln, es zeigen sich die höchsten Werte bei den 
ersten drei Mediumwechseln. Die abgesaugten avitalen Zellen zeigen ein absolutes 
Maximum beim ersten Mediumwechsel (92.054), wonach sie stets unter 50.000 pro 
Mediumwechsel liegen. 
Die Zahlen der abgesaugten Zellen bei Mediumwechseln der Kultur „autolog“ sind nach 
den ersten Mediumwechseln nicht rückläufig, auch steigt die Zahl der Zellen kleiner 
6,25 µm ab dem ersten Mediumwechsel (39.057 Zellen) bis zum 13. Mediumwechsel 
(129.318 Zellen) stetig an. Ab dem 18. Mediumwechsel fallen die Zahlen der 
abgesaugten Zellen insgesamt stark ab  
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III.5 Enzymbestimmung der Zellkultur 
 
Die Werte von Lactat, Alkalischer Phosphatase und Lactatdehydrogenase wurden 
jeweils aus dem Mediumüberstand eines Wells (3 ml) ermittelt. In den nachfolgenden 
Tabellen und Diagrammen werden Mittelwerte verwendet, die sich im Falle der Werte 
für „nur Zellen“ aus sieben Einzelwerten, bei „Telos“ und „autolog“ aus acht 
Einzelwerten ergaben (jeder Einzelwert wurde durch eine Doppelbestimmung erhoben). 
Des Weiteren wird in Tabelle und Graph die Standardabweichung angegeben, die 
Tabelle gibt zusätzlich unter „T-Test“ den p-Wert für das jeweilige Vergleichspaar 
wieder.  
 
III.5.1 Lactat 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (mmol / l) 4,59 5,36 5,40 5,52 6,44 7,02 7,60
Standardabw. 0,749 1,403 1,067 1,284 1,017 1,245 1,102
Telos MW (mmol / l) 4,00 5,11 5,48 5,71 6,10 6,49 8,72
Standardabw. 0,109 0,417 0,444 0,550 0,649 1,051 1,788
autolog MW (mmol / l) 34,98 39,04 34,79 33,77 33,06 33,76 31,81
Standardabw. 4,785 5,185 2,697 2,389 2,195 2,893 1,692
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (mmol / l) 8,87 8,82 9,95 11,01 11,09 11,52 11,69
Standardabw. 1,516 1,679 1,220 1,602 0,737 1,081 1,128
Telos MW (mmol / l) 11,56 12,60 16,34 34,30 36,21 36,15 36,73
Standardabw. 2,476 2,623 3,400 26,640 29,059 28,837 29,303
autolog MW (mmol / l) 31,73 30,65 31,57 33,96 31,99 32,61 31,90
Standardabw. 2,811 1,483 2,136 3,934 2,218 3,078 2,835
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p ≤ 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,001 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Lactat Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 7:  Lactat-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Mittelwerte der 
Kontrollkultur „nur Zellen“ sind mit angegeben). 
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Lactatwerte der Mediumwechsel 1 bis 14
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Abb. 26: Lactat-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14. 
 
18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (mmol / l) 12,19 11,36 10,08 9,31 9,16 8,60 8,24
Standardabw. 2,340 2,014 0,822 0,620 0,720 1,384 2,026
Telos MW (mmol / l) 40,45 39,02 31,54 28,98 29,54 28,64 28,17
Standardabw. 31,853 30,680 25,158 23,290 23,616 22,278 22,294
autolog MW (mmol / l) 31,54 32,58 32,37 32,29 31,30 31,96 31,95
Standardabw. 2,106 2,601 2,760 3,128 2,845 3,684 3,752
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
T - Test
Mittelwerte und StandardabweichungenLactat
 
Tab. 8:  Lactat-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (zusätzlich aufgeführt 
sind die p-Werte des Studentschen T-Tests). 
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Lactatwerte der Mediumwechsel 15 bis 42
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Abb. 27: Lactat-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 15 bis 42. 
 
Es zeigt sich, dass bei „nur Zellen“ die Lactat-Werte nach einem Minimum am ersten 
Mediumwechsel (4,6 mmol/ l) zuerst bis zu einem Maximum am 18. Mediumwechsel 
(12,2 mmol/ l) ansteigen und im Anschluss wieder leicht abfallen. 
Die Lactat-Werte bei „Telos“ steigen ebenfalls von einem Minimum am ersten 
Mediumwechsel (4,0 mmol/ l) zu einem Maximum am 18. Mediumwechsel (40,5 
mmol/ l) an, jedoch in weit größerem Maße. So kann ab dem 8. Mediumwechsel ein 
signifikant höherer Anstieg als bei der Kontrollkultur aufgezeigt werden. 
Bei der autologen Zellkultur lässt sich ein Maximum schon am 2. Mediumwechsel (39,0 
mmol/ l) beobachten, woraufhin die Werte zwar abfallen, jedoch nie unter 30 mmol/ l. 
Zu den Werten der Kontrollkultur besteht stets ein hochsignifikanter Unterschied, zu 
den Werten der „Telos“-Zellkultur besteht bis einschließlich zum 10. Mediumwechsel 
ein hochsignifikanter Unterschied, anschließend ist kein signifikanter Unterschied der 
Werte mehr gegeben. 
Der Anstieg der Lactat-Werte bei der „Telos“-Kultur korreliert hierbei mit einer pH-
Wert-Abnahme im Medium. Und auch die stets hohen Lactat-Werte der „autologen“ 
Kultur passen zu den immer sehr niedrigen pH-Werten, die im entsprechenden Medium 
nachgewiesen wurden. 
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III.5.2 Lactatdehydrogenase (LDH) 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (U / l) 36,57 31,86 31,29 31,14 35,43 30,71 31,29
Standardabw. 2,699 3,132 3,861 6,256 3,457 4,680 4,499
Telos MW (U / l) 32,25 32,88 34,25 36,50 38,50 42,38 47,25
Standardabw. 4,200 2,997 2,315 2,673 1,195 3,378 2,375
autolog MW (U / l) 604,50 456,88 259,00 175,50 144,25 130,00 118,63
Standardabw. 189,806 192,213 119,199 74,264 54,620 41,349 28,844
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (U / l) 34,29 35,14 37,71 41,43 39,14 43,29 42,71
Standardabw. 3,039 3,716 5,823 8,696 3,288 6,020 5,678
Telos MW (U / l) 50,63 52,25 60,38 67,00 73,13 76,63 81,88
Standardabw. 3,777 4,400 7,558 8,018 6,357 5,208 4,824
autolog MW (U / l) 113,50 107,50 104,38 111,00 95,88 95,63 88,63
Standardabw. 23,232 11,058 12,950 12,581 11,370 4,689 4,470
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p ≤ 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p < 0,001 p < 0,001
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p ≤ 0,05
Lactatdehydrogenase (LDH) Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 9:  LDH-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Mittelwerte der 
Kontrollkultur „nur Zellen“ sind mit angegeben). 
 
LDH - Werte der Mediumwechsel 1 bis 14
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Abb. 28: LDH-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14. 
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18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (U / l) 46,14 43,14 41,86 40,71 44,00 42,57 44,43
Standardabw. 4,562 2,795 6,866 7,931 6,298 6,705 7,277
Telos MW (U / l) 89,63 81,25 84,38 83,25 85,38 87,50 79,75
Standardabw. 5,344 4,132 3,292 1,669 5,097 4,309 5,600
autolog MW (U / l) 79,00 76,63 74,00 71,50 71,13 68,88 67,75
Standardabw. 4,536 5,780 5,210 7,329 5,540 4,734 3,919
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p > 0,05 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
T - Test
Mittelwerte und StandardabweichungenLactatdehydrogenase (LDH)
 
Tab. 10: LDH-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (zusätzlich aufgeführt 
sind die p-Werte des Studentschen T-Tests). 
 
LDH - Werte der Mediumwechsel 15 bis 42
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Abb. 29: LDH-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 15 bis 42. 
 
Die LDH-Mittelwerte im Mediumüberstand der Kontrollkultur „nur Zellen“ liegen 
zwischen circa 30 und circa 45 U/ l, womit sie einen recht horizontalen Kurvenverlauf 
wiedergeben. Anders bei der „Telos“-Kultur, in deren Mediumüberstand die LDH-
Werte nach anfänglich niedrigen Werten (32,3 U/ l) auf fast 90 U/ l ansteigen. 
Die autologe Zellkultur zeigt einen umgekehrten Kurvenverlauf, indem die LDH-Werte 
von anfänglich über 600 U/ l auf unter 70 U/ l abfallen.  
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Zwischen den Mittelwerten der Kontrollkultur und der „Telos“-Kultur zeigen sich 
hierbei ab dem 5. Mediumwechsel signifikante, ab dem 6. Mediumwechsel sogar 
hochsignifikante Unterschiede.  
Die Mittelwerte der Kontrollkultur und des autologen Verfahrens unterscheiden sich 
stets hochsignifikant, auch zwischen den Werten der autologen und der „Telos“ 
Zellkultur zeigen sich bis auf wenige Ausnahmen (7. Mediumwechsel: signifikant, 22. 
Mediumwechsel: keine Signifikanz) hochsignifikante Unterschiede. 
 
III.5.3 Alkalische Phosphatase (AP) 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (U / l) 0,86 0,00 0,43 0,29 0,86 1,43 1,29
Standardabw. 0,378 0,000 0,535 0,488 0,378 1,512 0,756
Telos MW (U / l) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,50
Standardabw. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,463 0,535
autolog MW (U / l) 279,13 188,13 80,75 32,38 15,88 10,63 7,00
Standardabw. 152,015 134,217 60,771 21,253 8,374 3,159 2,138
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (U / l) 1,29 1,43 1,57 1,00 1,43 1,43 1,43
Standardabw. 0,756 0,535 0,787 0,816 0,535 0,787 0,535
Telos MW (U / l) 1,00 1,00 1,38 1,63 1,75 1,38 1,25
Standardabw. 0,000 0,000 0,518 0,518 0,463 0,518 0,463
autolog MW (U / l) 5,25 4,50 3,88 2,38 2,88 2,63 2,25
Standardabw. 1,909 1,309 1,356 1,598 0,991 0,518 0,463
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p < 0,001 p ≤ 0,05 p > 0,05 p < 0,001 p > 0,05 p ≤ 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p > 0,05 p ≤ 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,01 p > 0,05 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p ≤ 0,05 p < 0,001 p < 0,001
Alkalische Phosphatase (AP) Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 11: AP-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (zusätzlich aufgeführt sind 
die p-Werte des Studentschen T-Tests). 
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AP - Werte der Mediumwechsel 1 bis 14
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Abb. 30: AP-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14. 
 
18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (U / l) 1,00 0,86 0,43 0,71 0,57 0,57 0,57
Standardabw. 0,577 0,378 0,535 0,488 0,535 0,535 0,535
Telos MW (U / l) 1,00 0,50 0,63 0,00 0,25 0,00 0,13
Standardabw. 0,000 0,535 0,518 0,000 0,463 0,000 0,354
autolog MW (U / l) 1,88 1,38 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Standardabw. 0,354 0,518 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,01 p > 0,05 p < 0,01 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,01 p ≤ 0,05 p < 0,01 p > 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,01 p > 0,05 p < 0,001 p < 0,001
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
Alkalische Phosphatase (AP)
 
Tab. 12: AP-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (zusätzlich aufgeführt sind 
die p-Werte des Studentschen T-Tests). 
 
Die im Mediumüberstand gemessenen Mittelwerte der Alkalischen Phosphatase sind 
außer bei der „autologen“ Zellkultur stets sehr niedrig bis nicht vorhanden. Im Verlauf 
der „autologen“ Zellkultur fallen sie von anfänglich fast 280 U/ l auf ebenso niedrige 
Werte ab.  
Dieses zeigt sich auch bei der Berechnung der Signifikanz, so sind die Unterschiede der 
Mittelwerte zwischen „autologer“ Kultur und der Kontrollkultur bis zum 10. 
Mediumwechsel stets „sehr signifikant“ oder sogar „hochsignifikant“. Auf Grund der 
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sehr geringen Werte im weiteren Verlauf der „autologen“ Kultur und über den gesamten 
Zeitraum der Zellkultur „Telos“ wird auf die betreffenden Signifikanzen nicht näher 
eingegangen. 
 
 
III.6 Zytokinprofil der Zellkultur 
 
Die im Folgenden angegebenen Mittelwerte der Zytokine Interleukin-1β (IL-1β), 
Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-α (TNFα) und Interferon-γ (IFNγ) wurden im 
Rahmen einer Doppelbestimmung aus dem Mediumüberstand eines Wells (3 ml) 
ermittelt und setzen sich bei „nur Zellen“ aus sieben, bei „Telos“ und „autolog“ aus acht 
dieser Doppelbestimmungen zusammen. 
Des Weiteren wird in Tabelle und Graph die Standardabweichung angegeben, die 
Tabelle gibt zusätzlich unter „T-Test“ den p-Wert für das jeweilige Vergleichspaar 
wieder.  
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III.6.1 Interleukin-1β (IL-1β) 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (pg / ml) 151,18 4,65 0,51 8,39 0,09 0,35 1,53
Standardabw. 161,977 7,949 1,358 18,698 0,242 0,921 4,038
Telos MW (pg / ml) 156,15 17,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Standardabw. 23,378 14,106 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
autolog MW (pg / ml) 6144,12 2213,15 519,24 130,30 43,50 22,33 13,88
Standardabw. 5649,979 1794,893 448,034 84,606 19,825 11,267 3,927
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (pg / ml) 0,00 0,49 0,09 1,02 7,87 0,00 1,54
Standardabw. 0,000 1,300 0,240 2,699 12,603 0,000 3,771
Telos MW (pg / ml) 0,00 2,66 0,78 0,70 3,59 1,91 1,20
Standardabw. 0,000 3,458 1,959 1,978 4,724 2,959 1,601
autolog MW (pg / ml) 17,50 23,67 21,20 33,17 33,42 31,68 31,03
Standardabw. 8,782 17,869 13,839 29,529 28,923 26,810 21,582
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,01 p < 0,01 p ≤ 0,05 p > 0,05 p < 0,01 p < 0,01
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,01
Interleukin - 1 beta (IL - 1b) Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 13: IL-1β-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Mittelwerte der 
Kontrollkultur „nur Zellen“ sind mit angegeben). 
IL - 1 beta - Werte der Mediumwechsel 1 bis 14
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Abb. 31: IL-1β-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14. 
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18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (pg / ml) 2,22 6,85 2,88 0,00 1,65 0,00 0,91
Standardabw. 5,870 14,082 5,963 0,000 3,244 0,000 1,819
Telos MW (pg / ml) 2,49 2,89 6,06 2,37 1,19 0,87
Standardabw. 2,903 4,153 2,215 1,924 1,644 1,037
autolog MW (pg / ml) 22,29 25,35 13,62 12,37 12,77 11,31 6,72
Standardabw. 25,311 32,993 18,161 22,105 23,696 16,164 12,124
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,01 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Telos / autolog p ≤ 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
T - Test
Mittelwerte (MW) und StandardabweichungenInterleukin - 1 beta (IL - 1b)
 
Tab. 14: IL-1β-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (die Mittelwerte der 
Kontrollkultur „nur Zellen“ sind mit angegeben). 
 
Die Werte von Interleukin-1β im Mediumüberstand der Kulturen „nur Zellen“ zeigen 
ein Maximum am ersten Mediumwechsel („nur Zellen“: 151,2 pg/ ml), wonach sie um 
den Nullwert liegen. Bei den „Telos“-Kulturen zeigt sich am ersten Mediumwechsel ein 
Maximum der IL-1β-Werte („Telos“: 156,2 pg/ ml), anschließend liegen sie um den 
Nullwert. Zwischen der Kontrollkultur und der Kultur „Telos“ lassen sich keine 
signifikanten Unterschiede der Mittelwerte nachweisen. 
Bei der Zellkultur „autolog“, die mit einem Wert von 6144,1 pg/ ml IL-1β im 
Mediumüberstand am ersten Mediumwechsel den Mittelwert der Kontrollkultur circa 
40fach übertrifft, fallen die Werte danach langsam ab, um am 7. Mediumwechsel ein 
relatives Minimum mit 13,9 pg/ ml zu erreichen. Bis zum 12. Mediumwechsel mit 
einem relativen Maximum von 33,4 pg/ ml steigt der Mittelwert von IL-1β der 
autologen Kultur anschließend wieder an, um danach bis zum Ende des 
Beobachtungszeitraums kontinuierlich abzufallen. 
Zwischen der autologen Zellkultur und den Kulturen „nur Zellen“ und „Telos“ besteht 
während der ersten vier Mediumwechsel ein „signifikanter“ bis „sehr signifikanter“ 
Unterschied, anschließend bis zum 8. Mediumwechsel ein „hochsignifikanter“ 
Unterschied. Danach errechnen sich bis zum 14. Mediumwechsel einschließlich wieder 
„signifikante“ bis „sehr signifikante“ Unterschiede, darauf werden keine signifikanten 
Unterschiede mehr beobachtet. 
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III.6.2 Interleukin-6 (IL-6) 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (pg / ml) 10199,48 1167,81 506,08 501,65 639,08 1201,47 1624,70
Standardabw. 9982,804 996,379 400,344 286,033 317,549 945,278 982,645
Telos MW (pg / ml) 16434,97 3853,59 781,68 396,07 443,20 1074,61 2147,81
Standardabw. 1201,312 992,404 148,245 108,120 157,836 582,088 893,092
autolog MW (pg / ml) 2024502,16 1071612,51 580567,57 370979,02 217075,66 145755,33 107649,65
Standardabw. 850288,061 307345,685 151387,777 78953,752 37324,685 33656,340 16548,751
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (pg / ml) 3603,48 5946,25 7340,65 10167,18 11654,18 11945,07 13142,12
Standardabw. 3323,807 5764,535 6059,633 7660,474 7050,085 6150,166 6505,146
Telos MW (pg / ml) 3759,21 3444,61 4853,80 8400,27 16243,39 14369,44 16910,86
Standardabw. 1417,871 1829,140 1778,564 5230,788 6417,139 4665,504 4976,948
autolog MW (pg / ml) 90605,09 81481,82 72798,81 76363,10 66149,43 58688,87 62833,52
Standardabw. 30576,160 27133,143 23968,036 16942,051 12613,471 13123,064 18715,003
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p > 0,05 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Interleukin - 6 (IL - 6) Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 15: IL-6 Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Ergebnisse des T-
Tests sind mit angegeben). 
 
IL - 6 - Werte der Mediumwechsel 1 bis 14 (logarithmisch aufgetragen)
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Abb. 32: IL-6-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Daten sind aus 
Gründen der Übersicht logarithmisch aufgetragen). 
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18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (pg / ml) 13244,36 12634,96 11976,15 9861,05 8863,13 8847,08 6362,75
Standardabw. 5392,578 6056,846 5740,020 4087,165 4858,347 5518,086 3826,034
Telos MW (pg / ml) 16798,02 11634,44 11150,29 9687,10 9515,85 9242,41 9519,87
Standardabw. 2858,892 2556,103 2986,070 1818,098 3210,097 3737,696 2752,918
autolog MW (pg / ml) 34683,40 32495,89 28786,59 26877,63 24054,94 22977,10 20481,68
Standardabw. 12028,385 7862,556 4139,523 3909,955 3542,714 6187,427 5185,331
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Telos / autolog p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
T - Test
Mittelwerte (MW) und StandardabweichungenInterleukin - 6 (IL - 6)
 
Tab. 16: IL-6-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (die Ergebnisse des T-
Tests sind mit angegeben). 
 
IL - 6 - Werte der Mediumwechsel 15 bis 42
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Abb. 33: IL-6-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 15 bis 42. 
 
Bei den Kulturen „nur Zellen“ zeigen die Mittelwerte des im Mediumüberstand 
bestimmten IL-6 ein relatives Maximum am 1. Mediumwechsel („nur Zellen“: 10.199,5 
pg/ ml), ein absolutes Minimum am 4. Mediumwechsel („nur Zellen“: 501,7 pg/ ml) 
und einem Maximum am 18. Mediumwechsel bei „nur Zellen“ (13.244,4 pg/ ml).  
Die Mittelwerte der IL-6 Mengen im Mediumüberstand der Kulturen „Telos“ zeigen ein 
relatives Maximum am 1. Mediumwechsel („Telos“: 16.435,0 pg/ ml), am 4. 
Mediumwechsel ein absolutes Minimum mit 396,1 pg/ ml und ein Maximum am 14. 
Mediumwechsel bei 16.910,9 pg/ ml.  
III. Ergebnisse   83
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der Kontrollkultur und der 
Zellkultur „Telos“ lässt sich außer am 2. Mediumwechsel nicht nachweisen. 
Die „autologe“ Zellkultur beginnt mit einem absoluten Maximum der gemessenen IL-6-
Werte im Medium am 1. Mediumwechsel mit 2.024.502,2 pg/ ml, wonach die im 
Medium enthaltene Menge IL-6 kontinuierlich bis zu einem Minimum am 42. 
Mediumwechsel (20.481,7 pg/ ml) abfällt.  
Es bestehen über den gesamten Versuchszeitraum „hochsignifikante“ Unterschiede 
zwischen den Mittelwerten der „autologen“ Zellkultur und den Kulturen „nur Zellen“ 
bzw. „Telos“. Einzige Ausnahme bilden die am 18. Mediumwechsel gemessenen IL-6 
Werte von „autolog“ und „Telos“, an denen ein „sehr signifikanter“ Unterschied 
nachgewiesen wird. 
 
III.6.3 Tumornekrosefaktor-α (TNFα) 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (pg / ml) 9,87 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 3,90
Standardabw. 13,212 0,000 0,000 0,452 0,000 0,000 10,322
Telos MW (pg / ml) 17,68 0,57 0,93 1,60 0,00 0,00 0,79
Standardabw. 3,450 1,602 2,640 3,092 0,000 0,013 2,239
autolog MW (pg / ml) 28,35 0,50 0,00 0,06 0,00 0,05 0,00
Standardabw. 21,344 0,807 0,000 0,173 0,000 0,117 0,000
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (pg / ml) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,53 0,00 0,00
Standardabw. 0,000 0,000 0,000 0,000 4,061 0,000 0,000
Telos MW (pg / ml) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Standardabw. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
autolog MW (pg / ml) 0,00 0,00 0,00 0,16 0,03 0,12 0,08
Standardabw. 0,000 0,000 0,000 0,403 0,087 0,336 0,229
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Telos / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p > 0,05
Zellen / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Telos / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Tumornekrosefaktor - alpha (TNF - a)
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 17: TNFα Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Ergebnisse des T-
Tests sind mit angegeben). 
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TNF - alpha - Werte der Mediumwechsel 1 bis 14
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Abb. 34: TNFα Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14. 
 
18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (pg / ml) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Standardabw. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Telos MW (pg / ml) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Standardabw. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
autolog MW (pg / ml) 0,07 0,10 0,04 0,01 0,31 0,00 0,00
Standardabw. 0,194 0,283 0,079 0,016 0,521 0,000 0,012
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos
Zellen / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Telos / autolog p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
T - Test
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
Tumornekrosefaktor - alpha (TNF - a)
 
Tab. 18: TNFα Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (die Ergebnisse des T-
Tests sind mit angegeben). 
 
Im Rahmen der Messungen von TNFα ergibt sich ein einheitliches Bild in sämtlichen 
Kulturen. So kann nur am ersten Tag eine geringe Menge TNFα im Mediumüberstand 
nachgewiesen werden. Anschließend liegen alle Messwerte um den Nullwert. Ein 
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Mittelwerten kann zu keiner Zeit 
errechnet werden. 
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III.6.4 Interferon-γ (IFNγ) 
 
1 2 3 4 5 6 7
nur Zellen MW (pg / ml) 3,00 0,31 1,16 1,30 0,63 1,04 0,47
Standardabw. 3,029 0,509 3,043 2,354 1,259 2,744 1,250
Telos MW (pg / ml) 0,04 0,52 2,20 1,91 0,29 0,10 0,00
Standardabw. 0,082 0,790 3,498 2,237 0,566 0,292 0,000
autolog MW (pg / ml) 36,34 22,36 14,34 7,11 2,93 2,56 2,29
Standardabw. 35,547 20,099 14,753 5,461 2,817 2,374 1,879
8 9 10 11 12 13 14
nur Zellen MW (pg / ml) 0,19 0,21 0,13 0,30 0,10 0,12 0,00
Standardabw. 0,515 0,549 0,296 0,771 0,277 0,318 0,000
Telos MW (pg / ml) 0,47 0,00 0,02 0,13 0,18 0,00 0,00
Standardabw. 0,915 0,000 0,064 0,372 0,235 0,000 0,000
autolog MW (pg / ml) 2,73 3,36 6,56 9,93 9,74 16,00 12,62
Standardabw. 2,288 2,738 3,941 8,162 9,196 12,837 7,859
1 2 3 4 5 6 7
Zellen / Telos p ≤ 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p ≤ 0,05
Telos / autolog p ≤ 0,05 p < 0,01 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p < 0,01
8 9 10 11 12 13 14
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p < 0,001 p < 0,01 p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,001
Telos / autolog p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,01 p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,001
Interferon - gamma (IFN - g) Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
T - Test
 
Tab. 19: IFNγ-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 1 bis 14 (die Ergebnisse des T-
Tests sind mit angegeben). 
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Abb. 35: IFNγ-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 1 bis 14. 
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18 22 26 30 34 38 42
nur Zellen MW (pg / ml) 0,10 0,80 0,06 0,00 0,87 0,16 0,35
Standardabw. 0,245 1,517 0,099 0,001 1,558 0,346 0,916
Telos MW (pg / ml) 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 1,10 0,00
Standardabw. 0,000 0,225 0,000 0,000 0,000 3,110 0,000
autolog MW (pg / ml) 10,98 14,46 11,77 12,41 11,94 10,13 8,50
Standardabw. 10,624 13,026 8,294 8,224 11,202 8,691 5,319
18 22 26 30 34 38 42
Zellen / Telos p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / autolog p ≤ 0,05 p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,01 p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,01
Telos / autolog p ≤ 0,05 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,01 p ≤ 0,05 p < 0,001
T - Test
Mittelwerte (MW) und StandardabweichungenInterferon - gamma (IFN - g)
 
Tab. 20: IFNγ-Werte im Verkauf der Mediumwechsel 15 bis 42 (die Ergebnisse des T-
Tests sind mit angegeben). 
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Abb. 36: IFNγ-Werte im Verlauf der Mediumwechsel 15 bis 42. 
 
In den Zellkulturen „nur Zellen“ und „Telos“ ließen sich während des gesamten 
Untersuchungszeitraums keine stichhaltigen Mengen Interferon-γ nachweisen. 
Im Mediumüberstand der „autologen“ Kultur konnte IFNγ nachgewiesen werden. Der 
Verlauf zeigt ein absolutes Maximum der IFNγ Werte am ersten Mediumwechsel (36,3 
pg/ ml), einen Abfall bis zu einem absoluten Minimum von 2,3 pg/ ml am 7. 
Mediumwechsel mit anschließendem Anstieg auf ein relatives Maximum von 14,5 pg/ 
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ml am 22. Mediumwechsel und folgendem langsamen Abfall der Mittelwerte bis zum 
Ende des Beobachtungszeitraums. 
Die Unterschiede zwischen den Mittelwerten, die aus den Messungen der „autologen“ 
Kultur ermittelt wurden und den IFNγ-Mittelwerten der Kulturen „nur Zellen“ und 
„Telos“, sind stets signifikant. 
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III.7 Rasterelektronische Bilder der Zellkultur nach 12 Wochen 
 
Nach dem Versuch über 12 Wochen wurden einige Proben für die 
rasterelektronenmikroskopische Betrachtung weiterbearbeitet, um einen besseren 
Aufschluss über das Wachtumsverhalten im Knochen zu erhalten. Auch wurden einige 
Bilder von Nullproben der autologen Knochenprobenkörper angefertigt. 
 
Die Auswertung zeigt, dass sich in allen Fällen extrazelluläre Matrix gebildet hat und 
Zellen im Falle von vorhandenen Knochenprobenkörpern auch in diese eingewandert 
sind. Bei den autologen Knochenprobenkörpern ist nach der 12-wöchigen Zellkultur 
eine Verminderung der intertrabekulären Fettzellen zu beobachten. 
 
III.7.1 Kontrollkultur „nur Zellen“ 
 
 
Abb. 37: Rasterelektronenmikroskopie der Kontrollkultur „nur Zellen“ nach 12 Wochen. 
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III.7.2 Zellkultur „Telos“ 
 
 
Abb. 38: Rasterelektronenmikroskopie der Nullprobe eines „Telos“-Knochenplättchens. 
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Abb. 39 und 40: Rasterelektronenmikroskopie der Zellkultur „Telos“ nach 12 Wochen, 
     = Zellen, 
     = extrazelluläre Matrix, 
     = alte Knochenmatrix. 
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3.7.3 Zellkultur „autolog“ 
 
 
Abb. 41 und 42: Rasterelektronenmikroskopie der Nullprobe eines autologen 
Knochenplättchens, 
    = alte Knochenmatrix / Schnittkante 
    = bereits vorhandene Matrix zwischen den Trabekeln. 
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Abb. 43 und 44: Rasterelektronenmikroskopie der „autologen“ Knochenplättchen nach 
12 Wochen 
    = neu gebildete extrazelluläre Matrix. 
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III.8 Giemsa-gefärbte Bilder der Zellkultur nach 12 Wochen 
 
Einige Zellkulturen wurden nach der 12-wöchigen Zellkultur mit Giemsa angefärbt, um 
eine bessere Darstellung der Zellen zu ermöglichen. Eine Darstellung der Zellen direkt 
im Knochenplättchen war auf Grund der dichten extrazellulären Matrix nicht möglich, 
so dass lediglich Zellen auf dem Wellboden oder zwischen zwei Probenkörpern gezeigt 
werden können. 
 
III.8.1 Kontrollkultur „nur Zellen“ 
 
 
Abb. 45: Giemsa-Färbung von „nur Zellen“ nach 12 Wochen (100fache Vergrößerung, 
CZ3 Giemsa 03). 
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III.8.2 Zellkultur „Telos“ 
 
 
Abb. 46: Giemsa-Färbung von „Telos“ nach 12 Wochen (100fache Vergrößerung, CIII4 
Giemsa 06). 
 
 
Abb. 47: Giemsa-Färbung von „Telos“ nach 12 Wochen (200fache Vergrößerung, CIV6 
Giemsa 07). 
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Abb. 48: Giemsa-Färbung von „Telos“ nach 12 Wochen (200fache Vergrößerung, CIV6 
Giemsa 09). Deutlich ist die Verbindung zwischen zwei Knochenplättchen zu 
erkennen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. Ergebnisse   96
III.8.3 Zellkultur „autolog“ 
 
 
Abb. 49: Giemsa-Färbung eines „autologen“ Präparates nach 12 Wochen (200fache 
Vergrößerung, CVI6 Giemsa 03). 
 
 
Abb. 50: Giemsa-Färbung eines „autologen“ Präparates nach 12 Wochen (200fache 
Vergrößerung, CVI6 Giemsa 04). 
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III.9 Schnittbilder nach Technoviteinbettung 
 
a)       c) 
 
b)       d) 
 
Abb. 51: Schnittbilder nach Technoviteinbettung 
a) Nullprobe eines nach dem Telos-Verfahren behandelten Knochenplättchens 
(Giemsa-Färbung, 100fache Vergrößerung), 
b) Giemsa gefärbter Schnitt durch ein Knochenplättchen der Kultur „Telos“ 
nach 12 Wochen Zellkultur (100fache Vergrößerung), 
c) Nullprobe eines autologen Knochenplättchens (Giemsa-Färbung, 100fache 
Vergrößerung), 
d) Schnitt durch ein autologes Knochenplättchen nach 12-wöchiger Zellkultur 
(Fuchsinfärbung, 100fache Vergrößerung). 
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IV. Diskussion 
 
 
IV.1 Allgemeine Betrachtungen 
 
In der aktuellen Literatur finden sich kaum Aussagen über die Biokompatibilität 
allogener Knochentransplantate abhängig von deren vorheriger Prozessierung. 
Allerdings gibt es sehr wohl Belege für den Einfluss des Sterilisationsverfahrens auf die 
osteoinduktiven und biomechanischen Eigenschaften der Knochentransplantate [Bauer 
& Muschler 2000; Boyce et al 1999; Shin et al 2005]. Unter dem Begriff 
„Biokompatibilität“ wird hierbei die Freisetzung von Substanzen in nicht-toxischen 
Konzentrationen verstanden, durch die eine Einkapselung oder schwache 
Entzündungsreaktion ausgelöst werden kann [Schenk 1986]. Eine Immunantwort ist für 
die optimale Einheilung eines Transplantats notwendig, schon Wintermantel et al 
ordneten ein Knochentransplantat bzw. einen Knochenersatzstoff ohne Immunantwort 
als bioinert ein [Wintermantel & Suk-Woo 2002]. 
Die höchste Biokompatibilität ist klar dem autologen Knochentransplantat zuzuweisen. 
Es stellt die natürlichste Methode und auch nach wie vor den Goldstandard dar. 
Allerdings steht es bei vielen Patienten auf Grund der im Alter häufigen 
Begleiterkrankungen (z. B. Osteoporose) nicht in der benötigten Menge oder Qualität 
zur Verfügung. Allogene Knochentransplantate haben zwar die osteogenen 
Eigenschaften verloren, sind jedoch meist noch osteokonduktiv und meist auch 
osteoinduktiv wirksam [Wintermantel & Suk-Woo 2002]. Eine Übertragung solcher 
osteoinduktiven Merkmale auf synthetische Materialien wird in jüngster Vergangenheit 
erforscht. Sowohl autologen als auch allogenen Knochentransplantaten ist die 
physiologische Architektur gemein, deren Morphologie ein ideales Leitsystem für die 
knöcherne Durchbauung bietet. Während dieses Prozesses wird der Resorbierbarkeit des 
Knochentransplantats große Bedeutung zugemessen, da im Regelfall ein durch 
Osteoklasten gesteuerter Knochenabbau dem osteoblastenabhängigen Knochenaufbau 
vorangeht. Durch frei werdende Substanzen, wie z. B. bone morphogenic proteins 
(BMP), kommt es zu einer Anregung der Proliferation von Mesenchymzellen und deren 
Weiterdifferenzierung zu Osteoblasten [Reddi 1998]. 
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Aus diesem Grund wird die autologe Knochentransplantation in der vorliegenden Studie 
als Goldstandard angesehen und die anderen Sterilisationsverfahren mit dieser 
verglichen. Zur Erhebung von „Nullwerten“ wurde eine Zellkultur nur mit humanen 
Knochenmarkszellen angesetzt. 
 
Um Reaktionen der Zellen des Wirtsorganismus auf solche eingebrachten 
Fremdmaterialien zu testen, wie die zur Versorgung von Knochendefekten 
eingebrachten Knochentransplantate sie darstellen, steht zu allererst die Überlegung an, 
mit welchen Zellarten dieses Material im Körper in Kontakt kommt. So kann der 
geeignete Versuchsaufbau geplant werden. 
Da das Transplantat in traumatisch oder chirurgisch alterierten Knochen eingebracht 
wird, gehen wir in unserer Untersuchung davon aus, dass dieses Material nicht nur mit 
einem Zelltyp in Kontakt kommt, sondern mit einer Vielzahl verschiedener Zellarten in 
unterschiedlichsten Differenzierungsstufen. Daher entschieden wir uns für die 
Durchführung einer in vitro Studie in Form einer humanen Knochenmarkszellkultur, da 
die damit repräsentierten Zelltypen auch bei physiologischen Einheilungsvorgängen die 
größte Relevanz zu haben scheinen und die beobachteten Reaktionen gut auf die in vivo 
Abläufe am Menschen übertragbar sind. Zudem wird isolierten Knochenmarkszellen ein 
osteogenes Potential bei guter Proliferations- und Differenzierungsfähigkeit 
zugeschrieben [Ciapetti et al 2006]. 
Diese Form der Zellkultur genügt nach Erkenntnissen jüngerer Studien, die sich mit der 
Biokompatibilitätsprüfung anhand Zellkulturen primär ortständiger 
Knochenmarkszellen befassen, höchsten Ansprüchen [Wilke et al 1991, 1993, 1999, 
2000]. 
Neben den beschriebenen Vorteilen dieses Modells müssen allerdings auch die hohen 
Kosten berücksichtigt werden, die nur die Planung kleinerer Versuchsdesigns erlauben. 
Hoher Aufwand und Kosten sind jedoch allen Zellkulturverfahren und auch 
Tierversuchen gemein, wobei letztere auch unter ethischen Gesichtspunkten nicht 
optimal geeignet sind, während die bei der vorliegenden Studie verwendete 
Knochenmarkszellkultur beinahe als Nebenprodukt einer regulären Totalendoprothese 
des Hüftgelenks angesehen werden kann.  
Auch sind durch Tierversuche erhobene Daten nur begrenzt auf den Menschen 
übertragbar, zum großen Teil bedingt durch die unterschiedlichen Reaktionsweisen der 
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tierischen Zellen und zum anderen durch vom Menschen abweichende 
immunpathologische Prozesse beim Tier. 
Im Folgenden werden zuerst die gewonnenen Daten im Hinblick auf die in der 
Fachliteratur beschriebenen Effekte der einzelnen Parameter diskutiert. Im Anschluss 
erfolgt eine Einordnung der gewonnenen Erkenntnisse zu anderen Studien, die sich mit 
diesem Thema beschäftigten. 
 
 
IV.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
IV.2.1  pH-Werte und Lactat 
 
In der vorliegenden Studie wurde der pH-Wert jeweils am Tag des Mediumwechsels im 
abgenommenen Medium bestimmt. Durch Betrachtung der pH-Werte der mit 
Knochenplättchen oder nur Zellen versehenen Kulturen relativ zum pH-Wert der „nur 
Medium“-Kulturen lassen sich Aussagen über Stress oder Zellumsatzvorgänge in der 
jeweiligen Kultur treffen. So zeigt ein relativ gesehen niedrigerer pH-Wert erhöhten 
Stress bzw. gesteigerte Arbeitsleistung (z. B. resorptive oder osteoklastäre Vorgänge) 
der beinhalteten Zellen an. Lactat wurde als Indikator für Stress der kultivierten Zellen 
im Mediumüberstand bestimmt. So kann ein Anstieg von Lactat im Medium z. B. 
Hinweis für ein Problem der Sauerstoffversorgung sein. 
 
Der pH-Wert hat einen Einfluss auf die Vorgänge bei der Knochenreparation. Zum 
einen wird die Osteoklastenaktivität durch einen niedrigen pH-Wert gesteigert, zum 
anderen die DNA- und Kollagensynthese der Osteoblasten durch eine saure Umgebung 
gemindert [Krieger et al 1992; Kaysinger & Ramp 1998]. 
Die Gefäßneubildung ist essentieller Bestandteil der Frakturheilung und wird durch das 
Zusammenspiel von Zellen, Wachstumsfaktoren und Matrixbestandteilen gesteuert 
[Spector et al 2001]. Hierbei sind Osteoblasten als Produzenten des potentesten 
Aktivators der Gefäßneubildung, vascular endothelial growth factor (VEGF), bekannt; 
der stärkste Stimulus für dessen Produktion ist Hypoxie [Steinbrech et al 1999, 2000]. 
Bei Frakturen liegt normalerweise eine saure Umgebung mit erhöhten Lactatwerten vor, 
die durch Gefäßrupturen und anaerobe Energiegewinnung hervorgerufen wird 
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[Chakkalakal et al 1994; Swenson & Claff 1946]. Sowohl die Azidität als auch die 
Lactatwerte beeinflussen die Bildung von VEGF, wie Spector et al zeigen konnten. 
Allerdings wird die VEGF-Produktion der Osteoblasten durch einen niedrigen pH-Wert 
und erhöhte Lactatwerte vermindert [Spector et al 2001]. Jensen et al zeigten jedoch, 
dass zum Beispiel Wund-Makrophagen auf eine solche Umgebung mit erhöhter 
Stimulation der Angiogenese reagieren [Jensen et al 1986]. 
Die Betrachtung der hier gewonnen Werte zeigt, dass der pH-Wert des Mediums 
während der gesamten Kulturdauer konstant zwischen 7,71 und 7,59 liegt, während der 
anfängliche gemeinsame Abfall in den Kulturen „nur Zellen“ und „Telos“ mit 
beginnenden Proliferations- und Differenzierungsvorgängen der enthaltenen Zellen 
vereinbar ist. Das weitere Abfallen der pH-Werte bei den „Telos“-Kulturen könnte auf 
eine weitere Proliferation der enthaltenen Zellen zurückzuführen sein, da diese auch das 
Trabekelnetz der enthaltenen Knochenproben besiedeln können und sich nicht nur auf 
dem Boden des Wells ausbreiten, wo nach einer bestimmten Zeit eine Selbstlimitation 
eintreten würde (wie bei „nur Zellen“ nach circa 22 Tagen in Kultur geschehen). 
Bei den „autologen“ Kulturen zeigt sich ein konstant niedriger pH-Wert, was unter 
anderem mit den zusätzlich eingebrachten Zellen im autologen Probenkörper zu 
erklären ist. Die relative Kontinuität dieser Werte ließe sich mit einem ausgewogenem 
Verhältnis zwischen Zellneubildung und Zelltod, als auch Zellarbeitsvorgängen 
vereinbaren, da im eingebrachten Knochenkörper ja auch schon zu Beginn der Kultur 
bereits differenzierte Zellen arbeiten.  
Die erhobenen Lactatwerte korrelieren in den Gruppen eng mit den pH-Werten. Bei der 
Auswertung finden sich zwei Kulturen, deren Lactatspiegel während der 12-wöchigen 
Kultur relativ konstant in je einem Bereich liegen, wobei sich diese Bereiche 
hochsignifikant voneinander unterscheiden. Bei der Kontrollkultur „nur Zellen“ sind die 
Lactatwerte im Medium stets vergleichsweise niedrig (5 – 12 mmol/ l), bei der 
autologen Kultur stets relativ hoch (31 – 39 mmol/ l). Interessant stellt sich der Verlauf 
der Lactatwerte bei der Kultur „Telos“ dar. Hier liegen die Werte während der ersten 
sieben Mediumwechsel stets sehr eng an denen der Kontrollkultur, eine Signifikanz 
lässt sich nicht nachweisen, während der Unterschied zur autologen Kultur 
hochsignifikant ist. Nach einem Anstieg der Lactatwerte zwischen Mediumwechsel 
acht, neun und zehn ist das Verhältnis genau umgedreht, ab dem elften Mediumwechsel 
lassen sich zwischen den Kulturen „autolog“ und „Telos“ keine signifikanten 
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Unterschiede mehr finden, während sich die Lactatwerte der Kultur „Telos“ 
hochsignifikant von denen der Kontrollkultur „nur Zellen“ unterscheiden. 
Diese enge Korrelation der gemessenen pH-Werte und Lactatwerte gibt einen Hinweis 
auf das Wachstumsverhalten der jeweiligen Zellen und stimmt mit den 
lichtmikroskopischen Beobachtungen überein. Als mögliche variable Stressoren, die zu 
einem Anstieg der Lactatwerte bzw. dem stets hohen Lactatwert im Medium geführt 
haben, können steigende Zellanzahl und deren fortschreitende Differenzierung, 
mangelnder Platz und die Dauer des Versuchs gesehen werden. Aber auch die Füllhöhe 
und das Volumen des im Well enthaltenen Mediumüberstandes kann Einfluss auf den 
pH-Wert haben, da die Sauerstoffversorgung der Zellen mit zunehmender 
Diffusionsstrecke zum Wellboden schlechter wird. Die „soliden“ autologen 
Knochenplättchen verdrängten schon zu Beginn der Kultur am meisten Medium, 
während die Knochenplättchen der „Telos“ Kultur erst nach einigen Tagen gefüllt 
wurden. 
Bei Betrachtung der pH- und Lactatwerte stellt sich in diesem Versuch eine 
stimulierende Umgebung für Osteoklasten dar, was mit der anfänglichen Resorption des 
eingebrachten Transplantats und somit startenden Remodelling-Prozessen vereinbar ist. 
Die im Verlauf abfallenden Lactatwerte können den Umschwung zu einem eher für 
Osteoblasten günstigen Milieu anzeigen, was aber auf Grund der Beendigung des 
Versuchs spekulativ bleibt und eventuell durch weitergehende Untersuchungen geklärt 
werden kann. 
Kritisch muss angemerkt werden, dass der pH-Wert des Mediums stets unter den 
normalerweise in vivo vorliegenden Werten liegt, was bei erneuten Versuchsansätzen 
eventuell durch täglichen oder kontinuierlichen Mediumwechsel besser simuliert 
werden könnte. Park et al empfehlen zur ausreichenden Versorgung mit Nährstoffen ein 
rotierendes Kultursystem, wodurch auch mechanische Stimuli als weiterer 
Wachstumsreiz auf die Zellen einwirken [Park et al 2004]. 
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IV.2.2  Zellzahlen 
 
In dieser Studie wurden Zellen und Zelltrümmer während der Kultur im abgenommenen 
Medium zahlenmäßig bestimmt, eine Gesamtauszählung der im Well enthaltenen Zellen 
mit Bestimmung des Lebend-Tot-Verhältnisses war nur am Ende des Kulturzeitraumes 
möglich, da das Studiendesign den Verlust ganzer Wells während des 
Untersuchungszeitraumes nicht zuließ. Bereits in früheren Studien wurden aber über 
einen Beobachtungszeitraum von zwei Wochen stabile Zellzahlen mit etablierten 
Methoden nachgewiesen [Wilke et al 1998, 1999]. 
Im Vergleich der Verfahren untereinander und mit der Kontrollgruppe „nur Zellen“ 
lassen sich Unterschiede der im Mediumüberstand abgenommenen Zellen feststellen. 
Auffallend ist, dass sowohl bei der Kontrollkultur, als auch bei der Kultur „Telos“ zu 
Beginn des Kulturzeitraumes die meisten Zellen im abgenommenen Medium bestimmt 
werden und diese Zahlen anschließend kontinuierlich abfallen. Dies mag daran liegen, 
dass die Zellen zu Beginn der Kultur noch frei schwebend im Medium vorkommen, sich 
dann aber immer mehr am Wellboden anheften, bzw. die frei schwebenden Zellen nach 
einigen Mediumwechseln „abgeschöpft“ waren. Dies würde auch erklären, dass in der 
zweiten Hälfte der Kulturzeit vor allem als tot bewertete Zellen im Mediumüberstand 
vorkommen, während die lebenden Zellen weniger beim Mediumwechseln 
abgenommen werden. Ein konfluierender Zellrasen konnte auch in anderen 
Knochenmarkszellkulturen nach 2 bis 3 Wochen nachgewiesen werden [Ciapetti et al 
2006].  
Im Vergleich zur Kultur „Telos“ reduziert sich die Zahl mit dem Medium 
abgenommener Zellen bei der Kultur „nur Zellen“ schon nach dem ersten 
Mediumwechsel fast um die Hälfte. Dieser drastische Rückgang von Zellen im 
abgenommen Medium lässt sich bei der Kultur „Telos“ erst nach dem dritten 
Mediumwechsel beobachten. Eine Erklärung hierfür wäre das Loslösen von Zellen vom 
Wellboden durch Scherbewegungen der relativ leichten Knochenplättchen, die nach 
Ausbildung eines vollständigen Zellrasens immer mehr durch Zellbrücken, 
Pseudopodien und Matrixbildung an dem Wellboden verankert und schließlich auch 
untereinander verknüpft werden. 
Die stets hohen Zellzahlen im Mediumüberstand der autologen Kultur im Vergleich zu 
den anderen Kulturen könnte wieder auf die zusätzlich im Knochen verbliebenen Zellen 
zurückgeführt werden, wodurch es den zugegebenen Zellen erschwert wird, in die 
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Knochenprobenkörper einzuwachsen, bzw. mehr Zellen im Well und somit im Medium 
vorhanden waren. Die im Vergleich zu den anderen Kulturen hohen und während der 
ersten 13 Mediumwechseln sogar ansteigenden Zahlen als tot gewerteter Zellen im 
Mediumüberstand könnten sowohl auf das Zugrundegehen von unterversorgten Zellen 
hinweisen, als auch die Apoptose der bei der Bearbeitung geschädigten Zellen 
wiedergeben. Diese Vermutung wird durch die lichtmikroskopische Beobachtung des 
leichten Rückgangs energiebedürftiger Fettzellen aus dem Trabekelwerk der autologen 
Knochenprobenkörper und den Vergleich der Proben nach Technovit-Einbettung 
untermauert. 
Ein Peak zwischen 17 µm und 30 µm (als größere differenzierte Zellen oder 
Zellkonglomerate gewertet) entwickelt sich zuerst bei „nur Zellen“, erst später bei 
„Telos“, was auf eine im Vergleich verzögerte Entwicklung dieser Kultur hindeutet. Bei 
der autologen Kultur fehlt ein solcher Peak fast gänzlich, was wiederum durch 
erschwerte Versorgungsbedingungen erklärbar ist. 
Insgesamt sind die im Mediumüberstand gemessenen Zellzahlen sicher auch vom 
Zellkultur-Handling des Betreuers abhängig. 
 
IV.2.2.1 Trypanfärbung 
Die Auszählung des Lebend-Tot-Verhältnisses nach Trypanblau-Färbung erfolgte nach 
Ablauf der 12 Wochen Zellkultur. Es sollten hier vor allem die mikroskopisch 
gewonnenen Einblicke in die herrschenden Bedingungen der Zellkultur bestätigt 
werden, um so die Enzym- und Interleukinmessungen besser einordnen zu können. Eine 
absolute Bestimmung der im Well enthaltenen Zellen war jedoch nicht möglich, da sich 
nicht alle Zellen aus dem Well lösen ließen. 
Es zeigt sich ein besseres Abschneiden der Kontrollkulturen „nur Zellen“ im direkten 
Vergleich mit den mit Knochenprobenkörpern bestückten Kulturen über den gesamten 
Zeitraum von 12 Wochen. Hierbei muss berücksichtigt werden, dass es bei den 
Kulturschalen mit Knochenstücken nicht möglich war, alle Zellen herauszulösen, da sie 
zu fest in den Probenkörpern verwachsen waren. Die ausgewerteten autologen Kulturen 
beinhalteten wiederum in Relation weniger als lebend gewertete Zellen als die 
ausgezählten „Telos“-Kulturen. Auch hier muss der Besiedlung der Knochenkörper 
Rechnung getragen werden, da in den autologen Knochenproben schon von Anfang an 
Zellen vorhanden waren, sie in die nach dem Telos-Verfahren behandelten 
Knochenstücke aber erst während der Kultur einwachsen mussten. Dadurch kommt es 
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zu Verzerrungen im Lebend-Tot-Verhältnis zwischen den verschiedenen Kulturen. 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass das Lebend-Tot-Verhältnis bei allen drei 
Kulturen über den gesamten Zeitraum relativ konstant blieb und bei jeder Kultur über 
50 % der ausgezählten Zellen als lebend zu bewerten sind. 
 
IV.2.3  Enzyme 
 
IV.2.3.1 Lactatdehydrogenase 
Auf Grund des vorwiegend zytoplasmatischen Vorkommens der Lactatdehydrogenase 
wurde sie in unserem Versuch als Indikator für den Zelluntergang bestimmt. 
Hierbei sind besonders die zu Beginn sehr hohen Werte bei der autologen Kultur 
auffällig, die im weiteren Verlauf kontinuierlich abfallen und sich bis auf wenige 
Ausnahmen hochsignifikant von den nachgewiesenen Mengen bei Kontroll- bzw. 
Telos-Kultur unterschieden. Ein zu Beginn stark positiver Nachweis von 
Lactatdehydrogenase könnte zum einen für einen erhöhten Zelltod wegen der Säge- und 
Bohrvorgänge als auch der Nährstoffversorgung sprechen, zum anderen aber auch an 
toxischen Eigenschaften der eingebrachten Probenkörpern liegen. Da es sich bei den in 
dieser Kultur verwendeten Knochenplättchen jedoch um Material von Patienten handelt, 
deren Knochenmark verwendet wurde und die Plättchen stets unter absolut sterilen 
Bedingungen verarbeitet wurden, liegt die erstere Vermutung nahe. Diese Annahme 
deckt sich auch mit der bereits diskutierten Zellzahlentwicklung. 
Die Telos-Kultur zeigt im Vergleich zur autologen Kultur eine langsam ansteigende 
Aktivität der Lactatdehydrogenase im Mediumüberstand mit stets hochsignifikanten 
Unterschieden zwischen diesen beiden Gruppen. Im Vergleich zu den relativ konstanten 
Lactatdehydrogenase-Werten im Mediumüberstand der Kultur „nur Zellen“ ergeben 
sich während der ersten drei Mediumwechsel keine signifikanten Unterschiede, ab dem 
sechsten Mediumwechsel sind die Unterschiede zwischen den gemessenen Werten auch 
hier hochsignifikant. Dieser langsame Anstieg der Lactatdehydrogenase wird 
vermutlich durch den erhöhten Zellumsatz nach anfänglicher Proliferationsphase 
ausgelöst, da durch das vermehrte Einwachsen der Zellen in die Knochenprobenkörper 
auch mehr Zellen auf natürliche Weise absterben. Eine Toxizität der nach dem Telos-
Verfahren behandelten Knochenplättchen lässt sich mit den erhobenen Daten nicht 
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vereinbaren, was vor allem beim Vergleich der Messdaten mit Ergebnissen dieser 
Arbeitsgruppe bei gamma-bestrahlten Knochenkörpern deutlich wird.  
Die recht konstanten Werte bei der Kultur „nur Zellen“ lässt sich mit einem stets gleich 
bleibenden Proliferations-/ Zelltodverhältnis schlüssig erklären. Auch hier korrelieren 
die Daten mit den lichtmikroskopischen Beobachtungen und den Zellzahlmessungen im 
Mediumüberstand. 
Da der Zelltod wahrscheinlich hauptsächlich durch Nährstoffmangel, den Anfall von 
größeren Mengen saurer Metabolite und eventuell Sauerstoffmangel bedingt ist, könnte 
auch hier ein häufigerer Mediumwechsel Einfluss auf die Aktivitätswerte der 
Lactatdehydrogenase im Mediumüberstand haben. Bei der Situation in vivo werden 
diese Einflussgrößen durch den kontinuierlichen Blut- und Lymphfluss weitestgehend 
neutralisiert, so dass wahrscheinlich nur ein Tierversuch diese Daten vollständig 
objektivieren könnte. 
 
IV.2.3.2 Alkalische Phosphatase 
Um in dieser Studie nicht nur die immunologische Seite des Kontakts zwischen 
Knochenmark und Knochenprobenkörpern zu untersuchen, sondern auch Rückschlüsse 
auf eine eventuelle Osteoblastenaktivierung zu erhalten, wurde das Enzym Alkalische 
Phosphatase im Mediumüberstand bestimmt. Die alkalische Phosphatase ist ein 
entscheidender Faktor bei der Mineralisation und früher Marker für Knochenaufbau und 
Osteoblastenaktivität [Calvo et al 1996; Magnusson et al 1999]. So ist in vitro die 
erhöhte Aktivität der Alkalischen Phosphatase im Medium ein Hinweis auf ein 
vermehrtes Vorkommen von osteoblastären Zellen [Aubin et al 1995; Wozniak et al 
2000]. 
Jedoch werden von Osteoblasten in vitro vorwiegend extrazelluläre Matrix und 
Fibronectin bei geringen Mengen alkalischer Phosphatase synthetisiert, deren Aktivität 
erst im Verlauf zunimmt und die Mineralisation initialisiert [Owen et al 1990]. 
In der hier vorliegenden Arbeit sind bei der Kontrollkultur „nur Zellen“ und der 
„Telos“-Kultur während des gesamten Versuchszeitraums keine signifikanten Mengen 
alkalischer Phosphatase und somit keine Zeichen von Mineralisation nachweisbar. Da 
nach Owen et al jedoch zu Beginn einer Zellkultur zuerst extrazelluläre Matrix und 
weniger alkalische Phosphatase gebildet wird, kann der Versuchszeitraum zu kurz 
gewählt sein, um die Phase der Mineralisation zu erreichen. Dieser Ansatz wurde bereits 
bei der Diskussion der pH-Werte angedacht. Extrazelluläre Matrix hat hierbei einen 
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entscheidenden Einfluss auf die weitere Differenzierung von Zellen, diese ist licht- und 
rasterelektronenmikroskopisch deutlich sichtbar [Stein & Lian 1993]. Jedoch ist der 
Übergang von der Proliferations- zur Differenzierungsphase in Vitro nur schwer zu 
erreichen [Strehl et al 2002]. Auch Ciapetti et al stellten bei ihren Studien mit 
Knochenmarkszellkulturen nur eine geringe Aktivität von Alkalischer Phosphatase fest, 
was auf eine stärkere Proliferation bei ausbleibender Differenzierung zurückgeführt 
wurde [Ciapetti et al 2006]. 
Bei der autologen Kultur fallen die anfänglich hohen Aktivitätswerte der alkalischen 
Phosphatase (278 U/ l) nach wenigen Mediumwechseln auf ebenso niedrige Werte ab, 
wobei zu den beiden anderen Gruppen noch signifikante Unterschiede bestehen. Diese 
hohe Aktivität zu Beginn der autologen Kultur ist ein Hinweis auf die hohe Zahl 
stoffwechselaktiver Zellen in den frisch gewonnenen Knochenplättchen. Der Abfall im 
weiteren Verlauf korreliert mit den anfänglich hohen Werten der Lactatdehydrogenase 
im Mediumüberstand, welche das Absterben auch dieser alkalische Phosphatase 
produzierenden Zellen wiedergeben könnte. Die stets etwas höheren Aktivitätswerte in 
der autologen Kultur können mit schon weiter fortgeschrittenen 
Knochenumbauprozessen durch die verbliebenen Osteoblasten erklärt werden. 
Durch das eher saure Milieu in den mit Knochenplättchen versehenen Kulturen werden 
zudem Osteoklasten im Vergleich zu Osteoblasten bevorzugt. 
 
IV.2.4  Zytokine 
 
In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die in dieser Studie verwendeten 
Wachstumsfaktoren keinen Einfluss auf die Zytokinausschüttung haben [Wilke et al 
1998 – 2002]. 
 
Die wichtige Rolle von Interleukinen im Knochenstoffwechsel ist bekannt. So wurden 
unter anderem der Einfluss von Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1β (IL-1β) und 
Tumornekrosefaktor-α (TNFα) auf Frakturheilung und Osteoklasten nachgewiesen 
[Kon et al 2001; Bertolini et al 1986; Canalis 1986, 1987; Flad & Gemsa 1997; Ishimi 
et al 1990; Jilka et al 1992; Suda et al 1995]. 
Bei Interleukinen wie IL-1 und TNFα zeigte sich ein Zusammenhang mit dem 
Rezeptor-Aktivator des Zellkernfaktors κB (RANK) und seines Liganden (RANKL). 
Kong et al konnten den Stellenwert von RANKL bei der Vermittlung osteoklastogener 
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Vorgänge an RANKL-defizienten Mäusen aufzeigen, die Osteopetrose und eine 
fehlerhafte Zahnung ohne Osteoklasten zeigten, da die Osteoklastogenese nicht von 
Osteoblasten unterstützt wurde [Kong et al 1999]. Hierbei stellt das von Osteoblasten 
und Stromazellen exprimierte Osteoprotegerin (OPG) den natürlichen Gegenspieler von 
RANKL dar, indem es RANKL kompetitiv an der Bindung mit RANK hindert [Lacey 
et al 2000]. Mizuno et al konnten in diesem Zusammenhang an OPG-defizienten 
Mäusen schwere Osteoporose auf Grund der verstärkten Osteoklastenaktivität 
nachweisen [Mizuno et al 1998]. Hier stellt sich ein Ansatz für kommende Studien dar, 
indem man versucht, die Einflüsse von Knochentransplantaten nicht über die 
Interleukine zu erklären, sondern direkt die Aktivität von RANKL oder OPG bestimmt. 
IL-1 und TNFα bewirken über RANKL eine vermehrte Differenzierung von 
Osteoklasten [Yasuda et al 1998; Hofbauer et al 1999; O’Brien et al 1999]. Diese 
Reaktion auf TNFα wird zum einen durch ein Zusammenspiel des Transkriptionsfaktors 
nuclear factor κB (NFκB) und Aktivator-Protein-1 (AP-1) als auch via IL-6 vermittelt 
[Devlin et al 1998; Lam et al 2000; Gilbert et al 2000]. NFκB hemmt sowohl die 
Differenzierung von Osteoblasten aus Vorläuferzellen, als auch die Bildung von 
Matrixproteinen in Osteoblasten und fördert die Produktion von Metalloproteinasen 
[Weitzmann & Pacifici 2005]. Auf diesem Wege wird das normalerweise im Körper 
vorliegende Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau von Knochen noch deutlicher 
zum Knochenverlust verschoben, was durch eine Hemmung der Osteoblastenentstehung 
durch TNFα noch weiter begünstigt wird [Nanes 2003]. Über eine vermehrte RANKL-
Bildung wirkt auch IL-1 lebensverlängernd und aktivitätssteigernd auf Osteoklasten. So 
konnte auch in vitro gezeigt werden, dass eine Antagonisierung von IL-1 und TNFα zu 
einer reduzierten Knochenresorption führt [Kitazawa et al 1994]. 
Bezüglich der Rolle von Interferon-γ (IFNγ) im Knochenstoffwechsel herrscht 
Unklarheit. So zeigten unter anderem Takayanagi et al in vitro einen hemmenden Effekt 
von IFNγ auf Osteoklasten [Takayanagi et al 2000; Sato et al 1992]. Jedoch beschrieb 
Baker et al bei seinen Versuchen mit Mäusen auch einen Schutz vor infektbedingtem 
Knochenabbau, wenn die IFNγ-Produktion unmöglich war [Baker et al 1999]. Zudem 
wurde in klinischen Studien keine Verminderung des Knochenabbaus bei rheumatoider 
Arthritis durch IFNγ-Gabe gefunden [Veys et al 1997]. Weitergehend konnte sogar ein 
positiver Effekt von IFNγ bei der Behandlung von Patienten mit Osteopetrose 
aufgezeigt werden [Key et al 1995]. Keine wichtige Rolle am infektinduzierten 
Knochenabbau werden IFNγ hingegen von Sasaki et al auf Grund der Studien an IFNγ-
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Knockout-Mäusen zugeschrieben [Sasaki et al 2004]. Eine Erklärung der 
gegensätzlichen Effekte in vitro bzw. in vivo kann durch Betrachtung der Wirkung 
versucht werden. So hemmt IFNγ zum einen die Osteoklasten direkt, was vor allem in 
vitro zum Tragen kommt, aktiviert zum anderen aber auch T-Zellen, was wiederum zu 
einer vermehrten Aktivität von Osteoklasten führt. Dieser Effekt führt in vivo dann zu 
den knochenresorptiven Effekten von IFNγ [Weitzmann & Pacifici 2005; Gao et al 
2007]. Diese Erklärung wird durch den Nachweis einer fehlenden Hemmung der 
Osteoklastendifferenzierung durch IFNγ in Kulturen mit hohen RANKL-Werten 
bestätigt [Huang et al 2003]. 
Einen osteoklastogenen Effekt von IL-6 konnten bereits viele Arbeitsgruppen in vitro 
aber auch in vivo nachweisen [Kurihara et al 1990; Kotake et al 1996; Naka et al 2002; 
Wong et al 2003; Sasai et al 1999]. Auch in Knochenmarks-Zellkulturen konnte dieser 
osteoklastogene Effekt, eine vermehrte Knochenresorption und ein beschleunigter 
Knochenumbau durch IL-6 bestätigt werden [Girasole et al 1994; Heymann & Rouselle 
2000, Rozen et al 2000]. Wobei Roodman et al einen koloniestimulierenden Effekt auf 
frühe Osteoklasten-Vorläuferzellen in Langzeit-Knochenmarks-Zellkulturen 
beschrieben [Roodman 1992, 2006]. IL-6 führt hierbei sowohl in 
Knochenmarkszellkulturen als auch bei humanen Osteoblasten zu keiner Expression 
von RANKL, sondern stimuliert die Osteokastenreifung auch ohne dessen Vermittlung 
[Han et al 2001; Hofbauer et al 2000; Kudo et al 2003]. Die Wirkung von IL-6 wird 
durch ein Rezeptorsystem vermittelt, das aus einen 80kD-Rezeptor und einem 
Signaltransmitter (gp130) besteht [Ernst & Jenkins 2004]. Der 80kD-Rezeptor liegt 
sowohl transmembranös als auch löslich vor. Der lösliche 80kD-Rezeptor kann seine 
Wirkung auch an Zellen entwickeln, die nur den gp130-Rezeptor haben, was „Trans-
signaling“ genannt wird [Kishimoto 2006]. Dieser lösliche IL-6-Rezeptor (sIL-6R) 
übermittelt viele der IL-6 Effekte, z. B. die Osteoklastenbildung und die Proliferation 
synovialer Fibroblasten, und lässt sich unter entzündlichen Bedingungen vermehrt 
nachweisen [Flannery et al 2000; Kotake et al 1996; Jones et al 2001]. 
Im Gegensatz zu diesen osteoklastogenen Eigenschaften von IL-6 beschrieb Fuller et al 
keinen Effekt von IL-6 auf die Knochenresorption [Fuller et al 2006]. Auch zeigten in 
vivo Studien an IL-6-Knockout-Mäusen keinen spezifischen Knochentypus [Palmqvist 
et al 2002; Kopf et al 1994]. Wobei Balto et al bei Versuchen mit IL-6-Knockout-
Mäusen und nach Neutralisation von endogenem IL-6 mit entsprechenden Antikörpern 
eine verstärkte infektbedingte Knochenresorption beobachteten [Balto et al 2001]. Sims 
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et al zeigten sogar eine unterstützende Wirkung von IL-6 auf Osteoblasten und eine 
verstärkte osteoblastäre Antwort in Mäusen [Sims et al 2004]. Was Studien von Cho et 
al belegen, bei denen hemmende Einflüsse von IL-6 auf die Proliferation primitiver 
Mesenchymzellen, aber ein positiver Effekt auf die Differenzierung reifer Osteoblasten 
gefunden wurden [Cho et al 2007]. Weiterhin zeigen neuere Studien die verbesserte 
Frakturheilung bei Gabe von Parathormon und IL-6 als Beschleuniger des 
Knochenumbaus durch Stimulation von Chondro- und Osteoklasten [Rozen et al 2007; 
Franchimont et al 2005]. 
Auch die traditionelle Ansicht, dass IL-6 in Entzündungsreaktionen pro-
inflammatorisch wirkt, wird in letzter Zeit hinterfragt; so stellten unter anderem Ramsay 
et al anti-inflammatorische Eigenschaften und Schindler et al eine Hemmung der 
Produktion von IL-1 und TNFα durch IL-6 fest [Ramsay et al 1994; Akira et al 1993; 
Tilg et al 1991; Schindler et al 1990]. Dies wird durch Beobachtungen einer verstärkten 
Entzündungsreaktion und TNFα-Produktion nach Infektion oder LPS-Gabe bei IL-6-
defizienten Mäusen untermauert [Fattori et al 1994; Balto et al 2001]. 
 
IV.2.4.1 Interleukin-1β (IL-1β) 
Im Verhalten hinsichtlich der Ausschüttung von Interleukin-1β verhalten sich die 
Kulturen „nur Zellen“ und „Telos“ sehr ähnlich. Beide zeigen ein Maximum am ersten 
Mediumwechsel („nur Zellen“: 151,2 pg/ ml, „Telos“: 156,2 pg/ ml), wonach die Werte 
um den Nullwert liegen. Es lassen sich auch keine signifikanten Unterschiede der 
Mittelwerte nachweisen. Die erhöhten Werte während der ersten Tage in Kultur können 
als Indikator für eine Stressreaktion der zugegebenen Zellen auf die neuen Bedingungen 
angesehen werden. Diese Interpretation wird auch durch das Abfallen der gemessenen 
IL-1β-Konzenrationen untermauert. Wichtig ist, dass die Werte bei der Kultur „Telos“ 
nicht höher lagen als bei der Kultur „nur Zellen“. Dies zeigt, dass die 
Knochenmarkszellen in der Kultur „Telos“ das gleiche Maß an Stress erfahren haben 
wie die Zellen der Nullprobe und somit die nach dem Telos-Verfahren behandelten 
Knochenplättchen keine weitere Noxe darstellten. Der mögliche Einwand, dass durch 
maximale Stimulation aller zugegebenen Zellen zu Beginn eine eventuell stärkere 
Stresssituation durch Noxen unentdeckt bleibt, wird durch das gleichförmige Abfallen 
der Werte beider Kulturen im Verlauf widerlegt. 
Anders verhält es sich bei der Zellkultur „autolog“, die mit einem Wert von 6.144,1 pg/ 
ml IL-1β im Mediumüberstand am ersten Mediumwechsel den Mittelwert der 
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Kontrollkultur circa 40fach übertrifft. Dieser fällt danach langsamer ab als bei beiden 
anderen Kulturen. Die ermittelten Mittelwerte der IL-1β-Konzentration im 
Mediumüberstand der autologen Zellkultur unterscheiden sich bis zum 14. 
Mediumwechsel stets zumindest „signifikant“ von den Kulturen „nur Zellen“ und 
„Telos“. Auch diese Konstellation zeigt die zu Beginn der Zellkulturen stehende 
Stressreaktion nach der Präparation der Zellen, die sich im Verlauf abschwächt. Die viel 
höheren IL-1β-Werte lassen sich mit der großen Anzahl der im Knochenplättchen 
befindlichen Zellen erklären, die durch das vorherige Bearbeiten (Sägen und Bohren) 
auch einer immensen Stresssituation ausgesetzt waren und daher IL-1β sezernieren. 
Außerdem kann auch schon vor der Bearbeitung IL-1β in den Knochenstücken 
vorhanden sein, da diese nicht speziell gereinigt wurden. Der Abfall der 
Konzentrationen im weiteren Verlauf der Kultur zeigt, dass auch hier keine weiteren 
Noxen in der Kultur vorhanden waren. 
Dass die abfallenden Werte in allen drei Kulturen durch einen selektiven Untergang der 
Monozyten, die hauptsächlich IL-1β synthetisieren, hervorgerufen werden, ist 
unwahrscheinlich. Es könnte jedoch zu einer Suppression der IL-1β-Synthese durch die 
hohen Mengen von IL-6 gekommen sein. 
Die Annahme einer durch IL-1β verstärkten Osteoklastogenese oder Aktivität von 
bereits vorhandenen Osteoklasten bei den untersuchten Transplantatformen lässt sich 
durch die Ergebnisse dieser Studie nicht begründen. 
 
IV.2.4.2 Interleukin-6 (IL-6) 
Alle in der humanen Knochenmarkszellkultur vorherrschenden Zellarten produzieren 
und sezernieren IL-6, weshalb verständlich ist, dass IL-6 das in den untersuchten 
Kulturen am stärksten freigesetzte Interleukin war. 
Wie schon bei IL-1β verhalten sich auch bei IL-6 die Kulturen „Telos“ und „nur Zellen“ 
in ihrem Verlauf sehr ähnlich. Bei beiden fallen die IL-6-Konzentrationen anfänglich ab 
(bis zum 4. Mediumwechsel) und steigen dann wieder an, bis eine Plateauphase erreicht 
wird. Die IL-6 Mengen bei der „Telos“-Kultur liegen hier meist etwas höher als bei der 
Kultur „nur Zellen“; signifikante Unterschiede können aber nicht festgestellt werden. 
Auch auf Grund dieser Daten ist von einer guten Verträglichkeit des eingebrachten 
Knochenmaterials auszugehen. Der erste Peak der IL-6 Konzentrationen wird durch die 
belastenden Umstände zu Beginn der Zellkultur ausgelöst. So zeigt auch ein Versuch an 
Ratten, dass IL-6 nach Eingriff am Knochen hochreguliert wurde und nach Rückkehr zu 
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Normalwerten wieder anstieg [Cho et al 2007]. Der Anstieg im Verlauf ist dann durch 
Zelldifferenzierung und Aufbau einer spezifischen Zellpopulation bedingt, die in der 
Lage ist, dieses Interleukin kontinuierlich zu produzieren. 
Bei der autologen Kultur hingegen liegen die gemessenen IL-6 Konzentrationen im 
Mediumüberstand am Anfang 200fach über denen der Kontrollkultur, wonach sie 
kontinuierlich abfallen. Hier ist die wahrscheinlichste Begründung in den bereits im 
Plättchen vorhandenen IL-6-Mengen und der weit größeren Zellzahl zu finden.  
Da neuere Studien auch anti-inflammatorische Effekte und weiterhin sogar einen 
positiven Einfluss auf Frakturheilung und Knochenumbau von IL-6 aufgezeigt haben, 
ist davon auszugehen, dass im Rahmen einer Knochentransplantation IL-6 durchaus für 
ein günstiges Milieu sorgt. Größere Mengen IL-6 im Medium wären daher besser mit 
dem guten Einwachsen des Transplantats vereinbar als zu niedrige. Diese Erkenntnisse 
sind gut mit den hohen IL-6 Werte bei der autologen Kultur vereinbar. Nun liegen die 
IL-6-Konzentrationen im Mediumüberstand der „Telos“-Kulturen stets ungefähr auf 
dem Niveau der Kontrollkultur, so dass man lediglich sagen kann, dass dieses 
Verfahren keine toxischen Eigenschaften zu haben scheint. Die Ergebnisse dieser 
Arbeitsgruppe bei anderen Desinfektions- und Sterilisationsverfahren zeigen aber auch 
niedrigere IL-6-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe, was gute Eigenschaften der 
nach dem Telos-Verfahren behandelten Knochenkörper bezüglich des 
Einwachsverhaltens annehmen lässt. 
 
IV.2.4.3 Tumornekrosefaktor-α (TNFα) 
TNFα ist das dominierende Zytokin der inflammatorischen Osteolyse und wurde als 
Marker des osteoklastischen Knochenabbaus bestimmt. Bei allen drei Gruppen wurde 
TNFα nur im Überstand des ersten Mediumwechsels nachgewiesen. Hierbei liegt die 
autologe Kultur mit den höchsten Werten vor der „Telos“-Kultur und diese vor der 
Kontrollkultur „nur Zellen“. Auf Grund der hohen Standardabweichung ist diese 
Reihenfolge aber nicht sicher festzustellen. 
Da TNFα während der 12-wöchigen Zellkultur nicht mehr nachweisbar ist, besteht kein 
Anhalt für eine inflammatorische Knochendestruktion. Gemäß diesen Daten haben alle 
der untersuchten Verfahren keine entzündungsförderlichen Eigenschaften. Diese 
Annahme wird durch Studien mit dem gleichen Zellkulturmodell gestützt, bei denen es 
zu einem Anstieg der TNFα-Konzentration im Mediumüberstand im Sinne einer 
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Fremdkörperreaktion kam [Wilke et al 2002]. Ein weiterer Erklärungsansatz der 
niedrigen TNFα-Werte ist die Produktionshemmung durch IL-6. 
 
IV.2.4.4 Interferon-γ (IFNγ) 
In dieser Studie konnte IFNγ nur im Mediumüberstand der autologen Kultur 
nachgewiesen werden und auch dort nur in sehr geringen Mengen. Jedoch bestehen stets 
signifikante Unterschiede zu den beiden anderen Kulturen. IFNγ wird in vitro ein 
osteoklastenhemmender Effekt zugeschrieben; da in dieser Studie aber auch T-
Lymphozyten in der Zellkultur enthalten waren, ist auch eine Förderung der 
Osteoklastenaktivität möglich. Da sich IFNγ in der autologen Kultur nachweisen lässt, 
sollte man auch bei anderen Materialien mit möglichst guten Eigenschaften als 
Transplantat einen solchen Nachweis erwarten. Dies ist hier nicht der Fall. Der fehlende 
Interferon-Nachweis bei der „Telos“-Kultur allein betrachtet liefert somit keinen Anhalt 
für eine besonders gute Transplantateinheilung. 
 
IV.2.5  Mikroskopie 
 
Die nach 12-wöchiger Zellkultur erstellten rasterelektronischen Bilder zeigen bei allen 
Kulturen typische spindelförmige Zellen auf der Knochenoberfläche, die auch gut in die 
spongiöse Struktur einwachsen. Besonders bei der autologen Kultur zeigt sich eine 
Einscheidung der Knochenprobenkörper in homogen verteilte, spindelförmige Zellen 
und extrazelluläre Matrix, während im Knochenkörper selbst ein Rückgang der 
vorhandenen Zellen im Vergleich zur Nullprobe zu erkennen ist. 
Eine quantitative Auswertung der rasterelektronischen Bilder war nicht Ziel dieser 
Arbeit und erfolgte wegen der benötigten Bildmenge nicht. Die gewünschten Aussagen 
über die Ausbildung extrazellulärer Matrix können auch mit den angefertigten Bildern 
getroffen werden. 
Mikrofrakturen und andere morphologische Veränderungen der Knochenmatrix durch 
die angewandten Desinfektions- und Bearbeitungsschritte sind bei den hier verwendeten 
Verfahren nicht zu erkennen. Diese Beobachtungen decken sich mit früheren Studien zu 
dieser Fragestellung [Kyoto Universität 1991, 2001; Voggenreiter et al 1994]. 
Die rasterelektronenmikroskopischen Beobachtungen korrelieren mit den Schnittbildern 
durch die Knochenprobenkörper zu Beginn und am Ende der Zellkultur. Hierbei zeigt 
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sich bei den autologen Knochenplättchen eine Abnahme der im Knochen vorhandenen 
Zellen während der Zellkultur, wobei sich aber auch nach 12 Wochen Zellkultur noch 
Zellen nachweisen lassen. Auch die starke Einscheidung der Plättchen, die am 
Plättchenboden etwas geringer ausgeprägt ist als an den anderen Flächen, ist gut zu 
beobachten. 
Bei den nach dem Telos-Verfahren behandelten Knochenblöcken (Null-Proben) ist die 
Spongiosa in den von uns angefertigten Schnitten frei von Zellen und auch die in der 
Knochenmatrix eingebauten Osteoblasten scheinen avital zu sein. Nach 12 Wochen 
Zellkultur zeigen sich Zellen, die in das Probenstück eingewachsen sind und sich an die 
Trabekel angelagert haben oder sich zwischen diesen aufspannen. Auch andere Studien 
bestätigen das gute Einwachsverhalten bei 80°C-desinfizierten allogenen 
Knochentransplantaten [Hofmann et al 2005]. In der Peripherie zeigen sich deutlich 
mehr Zellen als im Zentrum des Knochenplättchens. Die meisten Zellen scheiden das 
Plättchen ein. 
 
 
IV.3 Zusammenschau mit anderen Studien 
 
Nutzt man hohe Temperaturen zur Desinfektion von Knochentransplantaten zeigt sich 
eine gute Keimelimination bei negativen Konsequenzen hinsichtlich der 
biomechanischen und osteointegrativen Eigenschaften. Kommen dagegen niedrige 
Temperaturen (z. B. 60°C) zum Einsatz, besteht ein höheres Infektionsrisiko bei 
geringer Alteration der biomechanischen und osteointegrativen Merkmale [Kühne et al 
1994]. Die 80°C- Thermodesinfektion stellt einen Lösungsweg dieser Problematik dar. 
Es gibt allerdings kaum Aussagen über die Biokompatibilität, während sich die meisten 
Studien mit den biomechanischen Eigenschaften der wärmebehandelten 
Knochentransplantate beschäftigen. 
Bereits in früheren Arbeiten zeigte sich, dass die biomechanischen Veränderungen des 
Transplantats nach 80°C- Wärmebehandlung mit einem Festigkeitsverlust von 10 – 15 
% nicht gravierend sind [Knaepler et al 1991; Garrel & Gotzen 1998]. Auch die 
osteokonduktiven und osteoinduktiven Eigenschaften werden durch eine Desinfektion 
mit 80°C nicht oder kaum gemindert. So konnte gezeigt werden, dass die nach diesem 
Verfahren behandelten Transplantate noch 50 – 80 % ihrer osteoinduktiven Kapazität 
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besaßen [Hilfenhaus et al 1990; Ooura et al 1990]. In einer in vitro-Studie stellten 
Hofmann et al eine verlangsamte Adhäsion der Zellen an die mit 80°C behandelten 
Knochenprobenkörper als Zeichen einer Minderung der Osteokonduktivität fest 
[Hofmann et al 2000]. Hier muss jedoch beachtet werden, dass nur Osteoblasten 
verwendet wurden, was eine Übertragbarkeit auf unseren Versuchsansatz einschränkt. 
Außerdem zeigte die 80°C-Gruppe auch in diesem Versuch bessere 
Adhäsionseigenschaften als das andere dort gestestete rein thermische Verfahren: 
Autoklavierung. Eine verminderte Adhäsion der Knochenmarkszellen an 80°C-
behandelten Knochenprobenkörpern im Vergleich zu anders behandelten 
Knochenstücken kann in unserer Arbeitsgruppe nicht festgestellt werden. 
Des Weiteren zeigte der 80°C- thermodesinfizierte Knochen unter anderem im 
Tierversuch ein deutlich besseres Einwachsverhalten als autoklavierter Knochen 
[Knaepler et al 1992b, 1994a]. Dieser gute Einbau konnte in einer prospektiven 
klinischen Studie bestätigt werden, wobei die ermittelte Komplikationsrate der der 
Vergleichsgruppe (unbehandelteten allogenen Knochentransplantation) annähernd glich 
[Shimizu et al 1999]. Im Rahmen ihrer Studie zeigten Shimizu et al auch, dass bei 
wärmebehandelten Knochentransplantaten die Revaskularisierung und Bildung neuen 
Knochens mit steigender Temperatur nachlässt, jedoch eine Behandlung mit 80°C noch 
keinen deutlich negativen Einfluss hat, sondern vielmehr den guten Ergebnissen bei 
60°C- Behandlung gleicht [Shimizu et al 1999]. Diese Ergebnisse werden durch unsere 
Daten gestützt. So liegt nach unserer Analyse bei den 80°C-behandelten 
Knochenproben eine gute Biokompatibilität vor, wodurch ein guter Einbau in das 
Transplantatlager beim Empfänger ermöglicht wird. 
Die Desinfektion mit 60°C ist im Vergleich zur 80°C- Wärmebehandlung besser 
untersucht worden. Da sich die Ergebnisse in vergleichenden Studien sehr ähneln, 
werden im Folgenden auch einige 60°C- Studien berücksichtigt. So zeigten auch Shin et 
al im Tierversuch, dass die biomechanischen Eigenschaften von 60°C-wärmebehandelte 
Knochenproben kältekonservierten Proben gleich kamen, während eine Behandlung mit 
100°C eine deutliche Abnahme der Belastbarkeit zeigte [Shin et al 2005]. Hinsichtlich 
des Einwachsverhaltens, der Zellinfiltration und der Osteoblastendifferenzierung 
zeigten Tierversuche von Zoricic et al ein deutlich besseres Ergebnis bei pasteurisierten 
(56°C) im Vergleich zu autoklavierten (120°C) Knochenstücken [Zoricic et al 2002]. 
Pasteurisierten Knochenstücke waren bezüglich der Osteointegration den 
kältekonservierten Knochenstücken ebenbürtig, wie es bereits frühere Studien gezeigt 
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haben [Kühne et al 1992, 1994]. Man kann also davon ausgehen, dass das in unserer 
Studie verwendete 80°C- Wärmeverfahren den autoklavierten Proben hinsichtlich des 
Einwachsverhaltens überlegen ist. 
Ein Beleg für unsere Ergebnisse findet sich auch in einer Studie zur Vitalität einer 
humanen Knochenmarks-Zellkultur von Hofmann et al. Hier zeigte sich die höchste 
Zahl vitaler Zellen nach Aussaat auf 80°C-behandelten Knochenprobenkörpern mit 
signifikant besseren Werten im Vergleich zu gamma-sterilisierten und autoklavierten 
Knochenstücken [Hofmann et al 2005]. Weiterhin zeigten sie in der 80°C-Gruppe die 
höchste Expression von Osteocalcin, wobei Osteocalcin ein spezifischer Marker für 
Zellen der Osteoblasten-Zelllinie ist [Yao et al 1994]. Allerdings zeigten Hofmann et al 
auch eine erhöhte AP-Aktivität in der 80°C-Gruppe auf, was durch unsere Studie nicht 
belegt werden kann. 
Andere Autoren lehnen die 80°C- Wärmebehandlung zur 
Knochentransplantatdesinfektion wegen vermeintlicher Infektionsrisiken ab [Schratt et 
al 1996a]. Von einer verzögerten Durchbauung und geringeren biologischen Wertigkeit 
80°C-wärmebehandelter Transplantate im Vergleich zu unbehandelten 
Knochenpräparaten berichteten Stützle et al als Ergebnis eines Großtierversuchs am 
Schaf [Stützle et al 1995]. Dies ist jedoch vor dem Hintergrund zu betrachten, dass die 
Transplantation unbehandelter Knochenstücke bei dem bekannten Infektionsrisiko 
obsolet ist. Hier muss man sich für das geringste Übel entscheiden. 
 
 
IV.4 Standardisierbarkeit 
 
Um eine hohe Standardisierbarkeit unserer Studie zu gewährleisten, wurden an die 
Spender der Hüftköpfe und der Knochenmarkszellen die gleichen Anforderungen 
gestellt. Sie sollten in einem Alter zwischen 40 und 80 Jahren sein, der 82-jährige 
Patient wurde auf Grund seiner guten körperlichen Verfassung nach Rücksprache in die 
Studie aufgenommen.  
Die Genehmigung dieser Studie durch die Ethikkommission des Fachbereiches 
Humanmedizin der Philipps-Universität Marburg (AZ 66/03) war bindend. 
Auffällige Vorerkrankungen außer Coxarthrose in der Anamnese des Patienten waren 
weitere Ausschlussgründe aus der Studie. Eine serologische Untersuchung der Patienten 
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erfolgte im Rahmen einer präoperativen Eigenblutspende und gemäß den 
Anforderungen, die durch die hiesige Knochenbank an ihre Spender gestellt wurden. 
Durch die strenge Auswahl der Spender für diese Studie wurde gewährleistet, dass die 
Zellkultur im Rahmen einer gewissen Streubreite verlässliche Ergebnisse ermöglicht, 
die auch in weiteren Studien mit vergleichbaren Patientenkollektiven gut reproduzierbar 
sind. Dies wird durch frühere Studien mit einer humanen Knochenmarkszellkultur 
unterstrichen. Diese zeigten bei gleicher Art der Zellgewinnung und Kultivierung stets 
reproduzierbare Ergebnisse [Wilke et al 1992, 1998, 1999, 2002]. 
 
 
IV.5 Resümee 
 
Ziel unserer Versuche war die Darstellung von Veränderungen in einer 
Knochenmarkszellkultur, die durch Sterilisations- und Desinfektionsverfahren allogener 
Knochentransplantate im Vergleich zu einem autologen Versuchsansatz in vitro 
entstehen. Die verwendete humane Knochenmarkszellkultur stellt hierbei die beste 
Nachbildung der physiologischen Situation in vivo dar, da es sich um humane Zellen 
handelt, die direkt mit den Knochentransplantaten in Kontakt kommen. Außerdem 
wurde eine Primärkultur verwendet, so dass mögliche Fehlerquellen wie eine 
Prozessierung der kultivierten Zellen ausgeschlossen werden können. 
Wie schon in früheren Studien festgestellt wurde, bietet das Telos-Verfahren eine gute 
Lösung der infektiösen Risiken, die durch ein allogenes Transplantat entstehen [Garrel 
et al 1997; Knaepler et al 1994a; Pruss et al 2003a, 2003b]. Auch die biomechanischen 
Eigenschaften der so behandelten Transplantate sind im Vergleich zu anderen Verfahren 
als positiv zu werten [Garrel & Gotzen 1998]. Zudem zeigten Versuche zum 
Einwachsverhalten von Knochentransplantaten keine Beeinträchtigung der 
Osseointegration und der Revaskularisierung nach der Desinfektion mit 80°C [Knaepler 
et al 1994a; Shimizu et al 1999]. Des Weiteren stellt die Desinfektion nach dem Telos-
Verfahren eine vergleichsweise kostengünstige Möglichkeit der 
Transplantatvorbereitung dar [Garrel & Gotzen 1998]. 
Diese Studie zeigt, dass die Behandlung von allogenen Knochentransplantaten nach 
dem Telos-Verfahren keine toxischen Veränderungen bedingt. Auch sind die erhaltenen 
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Daten über die Zytokinausschüttung gut mit einer hohen Biokompatibilität zu 
vereinbaren. 
Unter Berücksichtigung der vorhergehenden Studien und der in unserer Studie 
gewonnenen Einblicke in die Immunomodulation, scheint die 80°C-Desinfektion ein 
gutes Verfahren zur Desinfektion allogener Knochentransplantate zu sein. 
Zur weiteren Untersuchung von sterilisierten oder desinfizierten Knochentransplantaten 
werden jedoch Tierversuche unumgänglich sein, da z. B. ein Belastungstest und weitere 
physikochemische Wechselwirkungen in vitro nur unzureichend erforscht werden 
können. Um eine noch bessere Simulation der in vivo Bedingungen mit Hilfe der 
Zellkultur zu erreichen, ist eine kontinuierliche Mediumversorgung mittels 
Durchflusszellkultur oder ein rotierender Zellkulturaufbau anzudenken. 
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V. Zusammenfassung 
 
Fragestellung 
Ziel dieser Studie war die Untersuchung, inwieweit Desinfektions- und 
Sterilisationsverfahren die Zytokinfreisetzung einer humanen Knochenmarkszellkultur 
modulieren, um so Rückschlüsse auf die Biokompatibilität verschieden bearbeiteter 
allogener Transplantate ziehen zu können. 
Daher wurde die Ausschüttung von IL-6, IL-1β, TNFα und IFNγ über einen 
Beobachtungszeitraum von 12 Wochen kontrolliert. In diesem Zeitraum wurden pH-
Wert, Zellzahlen, Lactat, alkalischer Phosphatase und LDH bestimmt. Zusätzlich 
wurden lichtmikroskopische und rasterelektronenmikroskopische Bilder angefertigt. 
 
Material und Methoden 
Das Zytokin-, Enzymprofil, der pH-Wert und die Zellzahlentwicklung im 
Mediumüberstand wurden anhand einer standardisierten humanen 
Knochenmarkszellkultur nach Knochenprobenzugabe untersucht. 
Die verwendeten Knochenplättchen und die Knochenmarkszellen wurden im Rahmen 
der primären Operation für eine totale Hüftgelenksendoprothese steril gewonnen und 
anschließend aufgearbeitet. Eine Genehmigung durch die Ethikkommission des 
Fachbereiches Humanmedizin der Philipps-Universität Marburg lag vor: AZ 66/03. Aus 
dem Hüftkopf wurden Knochenplättchen steril gefertigt. Anschließend folgte die 
Behandlung nach dem Telos-Verfahren oder die Probenkörper fanden für die autologe 
Kultur nativ Verwendung. Die Knochenmarkszellen wurden aus einem markhaltigen 
Block des distalen Femur gewonnen. Es wurden 3 x 106 Zellen pro Well mit 3ml 
IMDM-Medium auf den Knochenprobenkörpern ausgesät und über 84 Tage kultiviert. 
Zur Kontrolle wurde eine Kultur ohne Knochenplättchen und eine Negativkontrolle 
ohne Zellen mitgeführt. 
Ab dem zweiten Mediumwechsel erfolgte der Zusatz von IL-3 und GM-CSF (10ng/ ml 
Medium) als Wachstumsfaktoren. Mediumwechsel fanden alle 48 Stunden statt. Die 
Überstände der Mediumwechsel 1 – 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42 wurden gesammelt 
und jeweils das Zytokin- und Enzymprofil bestimmt. Zudem erfolgte bei jedem 
Mediumwechsel eine pH-Wert- und Zellzahlbestimmung im Mediumüberstand. 
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Ergebnisse 
Der pH-Wert fällt bei allen Kulturen im Verlauf ab; nur bei der autologen Kultur liegt er 
auch zu Beginn bei sehr niedrigen Werten. Insgesamt lässt sich bei allen Gruppen ein 
Rückgang der im Mediumüberstand enthaltenen Zellen darstellen, wobei sich die 
Verteilung der Zellen in Richtung avitaler Zellen verschiebt.  
IL-6 lässt sich zu Beginn bei allen Kulturen im Medium nachweisen. Bei der autologen 
Gruppe fallen die IL-6 Werte im Verlauf der Kultur kontinuierlich ab, sind aber stets 
höher als bei den anderen Gruppen. Bei den Kulturen „nur Zellen“ und „Telos“ steigen 
sie ab dem 4. Mediumwechsel wieder an und erreichen ein Plateau. IL-1β und TNFα 
lässt sich bei allen Kulturen mit Zellen nur ganz zu Beginn nachweisen. IFNγ wird nur 
von Zellen der autologen Kultur freigesetzt, es fällt zu Beginn leicht ab und steigt ab 
dem 8. Mediumwechsel auf ein Plateau an. 
Der Nachweis von Lactat gelang bei allen Kulturen mit Zellen. Die autologe Kultur 
zeigt konstant hohe Lactat-Werte im Beobachtungszeitraum, während der Lactatspiegel 
bei den anderen Kulturen ansteigt. LDH fällt bei der autologen Kultur nach anfänglich 
hohen Werten ab, bei „Telos“ steigen die LDH-Werte im Kulturzeitraum an, während 
sie bei „nur Zellen“ auf einem konstanten Niveau bleiben. Alkalische Phosphatase ist 
nur bei der autologen Kultur zu Beginn nachweisbar. 
Mikroskopisch kann die rasche Ausbildung eines Zellrasens in den ersten zwei Wochen 
beobachtet werden. Weiterhin dringen die ausgesäten Zellen in die Knochenkörper ein 
und umscheiden sie mit extrazellulärer Matrix. 
 
Diskussion 
Die Studie zeigt, dass unterschiedliche Desinfektions- und Sterilisationsverfahren von 
Knochentransplantaten Einfluss auf die Zytokinfreisetzung von humanen 
Knochenmarkszellen in einer Kultur haben.  
Weiterhin wird in dieser Studie mit Hilfe einer autologen Kultur der Gold-Standard 
einer Knochentransplantation untersucht. Dabei stellt der Versuchsaufbau eine gute 
Simulation der in vivo Situation dar. Es zeigt sich hierbei deutlich, dass die 
Immunantwort eine physiologische Reaktion auch auf autologe Transplantate ist. Die 
Ausschüttung von osteoklastogenen Zytokinen scheint eine elementare Rolle beim Um- 
und Einbau des Transplantats zu haben. 
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Anderen Studien über biomechanische Eigenschaften und Einwachsverhalten und den 
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe zufolge scheint das Telos-Verfahren ein günstiges 
Verfahren zur Behandlung von allogenen Knochentransplantaten zu sein. 
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VII.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
A.  = Arteria 
Abb.  = Abbildung 
Abw.  = Abweichung 
ad.  = addiere 
AIDS  = acquired immune deficiency syndrome 
AP  = Alkalische Phosphatase 
ATP  = Adenosintriphosphat 
 
Bas  = Basophile 
BMP  = bone morphogenic proteins 
BSA  = bovine serum albumine 
BVDV  = bovine viral diarrhoea virus 
bzw.  = beziehungsweise 
 
C  = Celsius 
CFU  = colony forming units 
cm  = Centimeter 
CSF  = colony stimulating factor 
 
dest.  = destilata 
d.h.  = das heißt 
DNA  = Desoxyribonukleinsäure 
 
EDTA  = Ethylendiamintetraacetat 
ELISA  = enzyme linked immunosorbent assay 
Eo  = Eosinophile 
F  = Fibroblasten 
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Fa.  = Firma 
FKS  = fetales Kälberserum 
 
g  = Gramm 
G-CSF  = granulocyte colony stimulating factor 
GEMM = Granulozyten-Erythrozyten-Monozyten-Makrophagen 
GmbH  = Gesellschaft mit beschränkter Haftung 
GMCSF = granulocyte-macrophage-colony stimulating-factor 
 
HIM  = haematopoietic inductive microenvironment 
HIV  = human immundeficiency virus 
HS  = Pferdeserum 
HTLV  = humanes T-Zell-Leukämie-Virus 
 
IE  = Internationale Einheit 
IFN  = Interferon 
Ig  = Immunglobulin 
IL  = Interleukin 
IL-1ra  = Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist 
IMDM  = Iscove´s modified Dulbecco´s medium 
 
kD  = Kilodalton 
kV  = Kilovolt 
 
l  = Liter 
LDH  = Lactatdehydogenase 
LPS  = Lipopolysaccharid 
 
M  = molar 
mA  = Milliampere 
MALT  = mucosa associated lymphatic tissue 
max.  = maximal 
M-CSF = macrophage colony stimulating factor 
mg  = Milligramm 
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MHC  = major histocompatibility complex 
Mio.  = Million 
ml  = Milliliter 
mm  = Millimeter 
mmol  = Millimol 
MW  = Mittelwert 
µg  = Microgramm 
µl  = Microliter 
µm  = Micrometer 
 
N2  = Stickstoff 
NaHCO3 = Natriumhydrogencarbonat 
NaCl  = Natriumchlorid 
NADH = Nicotinamid Adenindinucleotid Hydrogen 
NCAM = neural cell adhesions molecule 
NFκB  = nuclear factor κB 
ng  = Nanogramm 
NKZ  = Natürliche Killer Zellen 
nm  = Nanometer 
 
O  = Sauerstoff 
OP  = Operationssaal 
OPG  = Osteoprotegrin 
osm  = osmolar 
 
PBS  = phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlösung 
PES  = Peroxyessigsäure 
pg  = Picogramm 
 
RANK  = Rezeptor-Aktivator des Zellkernfaktors κB 
RANKL = Rezeptor-Aktivator des Zellkernfaktors κB Ligand 
REM  = Rasterelektronenmikroskopie 
 
SOP  = standard operation procedure 
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Tab.  = Tabelle 
TBS  = Triphosphate buffered saline 
TGF  = transforming growth factor 
TNF  = Tumornekrosefaktor 
 
U  = Units 
USA  = United States of America 
 
v.  = von 
VEGF  = vascular endothelial growth factor 
 
z. B.  = zum Beispiel 
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